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PREFAZIONE 


uando abbiamo completato il nostro lavoro su 

questa sesta edizione de I principi di biochimica di 

Lehninger, siamo rimasti ancora una volta colpiti 
dal numero dei notevoli cambiamenti nel campo della bio- 
chimica che si sono verificati tra un’edizione e l’altra. Il vo- 
lume integrato con le nuove informazioni, dal sequenzia- 
mento a elevata velocità del DNA, alla cristallografia ai rag- 
gi X, alla manipolazione dei geni e dell’espressione genica, 
solo per citare tre esempi, mette alla prova sia il ricercato- 
re con molta esperienza sia lo studente di biochimica alle 
primissime armi. Il nostro obiettivo, in questo volume, è 
stato quello di raggiungere un equilibrio: includere i nuovi 
e stimolanti risultati della ricerca senza che il libro diven- 
tasse immenso e risultasse quindi demoralizzante per gli 
studenti. Il criterio adottato è consistito nel fare in modo 
che i nuovi risultati aiutino davvero a illustrare un impor- 
tante principio della biochimica. 

L'immagine a pagina IV, una mappa delle trasformazio- 
ni attualmente conosciute che avvengono in un mitocon- 
drio, illustra molto bene la ricchezza del materiale “relati- 
vo ai fatti” al momento disponibile a proposito delle tra- 
sformazioni chimiche. Non possiamo più trattare le “vie” 
metaboliche come se funzionassero una alla volta, in mo- 
do isolato. Una singola via metabolica può essere simulta- 
neamente parte di molte altre vie in una rete tridimensio- 
nale di trasformazioni metaboliche. La ricerca biochimica 
si focalizza sulle interazioni tra queste vie, sulla regolazio- 
ne delle loro interazioni a livello sia del gene sia della pro- 
teina e sugli effetti della regolazione sulle attività di un’in- 
tera cellula o di un intero organismo. 

Questa edizione de I principi di biochimica di Lehnin- 
ger riflette tutti questi aspetti. Molto del nuovo materiale 
che abbiamo aggiunto rispecchia la comprensione sempre 
più sofisticata dei meccanismi regolatori, compresi quelli 
coinvolti nell’alterazione della sintesi degli enzimi e della 
loro degradazione, quelli responsabili del controllo e della 
regolazione della sintesi del DNA e della progressione del 
ciclo cellulare, e quelli che integrano il metabolismo dei 
carboidrati, dei grassi e delle proteine nel tempo, in rispo- 
sta ai cambiamenti ambientali e in differenti tipi cellulari. 

Pur dando rilievo agli ultimi principali progressi, abbia- 
mo mantenuto invariati alcuni elementi caratteristici del te- 
sto. Continuiamo a sottolineare lo stretto legame tra la bio- 
chimica e i meccanismi molecolari delle patologie, eviden- 
ziando il ruolo fondamentale della biochimica per la salute 
dell’uomo e il suo benessere. Un tema di interesse specifi- 
co è rappresentato dalle basi metaboliche del diabete e dai 
fattori che predispongono a questa patologia. Questo tema 
ricorre in molti capitoli ed è utile per integrare la discussio- 
ne sul metabolismo. Abbiamo sottolineato anche l’impor- 
tanza dell'evoluzione per la biochimica. La teoria evoluzio- 
nistica è il fondamento su cui si basano tutte le scienze bio- 
logiche e non ci siamo lasciati sfuggire l'opportunità di en- 


fatizzare il ruolo cruciale che essa svolge all’interno della 
nostra disciplina. 

Il progresso della ricerca in ambito biochimico corre in 
parallelo, per alcuni aspetti, con lo sviluppo di tecniche e 
di strumenti migliori. Abbiamo quindi evidenziato alcuni 
frai più importanti e cruciali di questi sviluppi. In partico- 
lare, abbiamo profondamente rivisto il Capitolo 9, “Tecno- 
logie basate sull’informazione contenuta nel DNA”, per da- 
re spazio agli ultimissimi progressi nella genomica e nel se- 
quenziamento di nuova generazione. 

Infine, abbiamo posto particolare attenzione a rendere 
il testo e l'impostazione grafica fruibili nel miglior modo 
possibile da parte degli studenti che si apprestano a stu- 
diare la biochimica per la prima volta. A coloro che han- 
no già una certa familiarità con il libro di testo alcuni di 
questi cambiamenti appariranno evidenti non appena lo 
apriranno. 

In occasione di ogni revisione ci siamo sforzati di man- 
tenere le qualità che hanno reso il testo originale di Leh- 
ninger un classico, vale a dire uno stile di scrittura chiaro, 
spiegazioni dettagliate dei concetti difficili e attenta comu- 
nicazione agli studenti dei modi in cui la biochimica viene 
attualmente compresa e praticata. Abbiamo scritto insieme 
per venticinque anni e insegnato insieme la biochimica in- 
troduttiva per quasi trenta. Le nostre migliaia di studenti 
all’Università del Wisconsin a Madison in tutti questi anni 
sono state una fonte inesauribile di idee su come presenta- 
re la biochimica in modi sempre più chiari. Speriamo che 
questa sesta edizione de I principi di biochimica di Lehnin- 
ger sia altrettanto chiara per gli studenti di biochimica in 
ogni parte del mondo e spinga qualcuno di essi ad amare la 
biochimica quanto la amiamo noi. 


La nuova impostazione grafica 
Il cambiamento più evidente apportato al libro di testo è 
l'impostazione grafica completamente rinnovata. Il nostro 
obiettivo era quello di migliorare insegnamento e appren- 
dimento, utilizzando risorse grafiche più recenti per rende- 
re la nostra materia il più chiara possibile. Molte figure illu- 
strano nuovi argomenti e la grafica è stata rielaborata e resa 
più moderna nello stile. Le caratteristiche che definiscono 
questa nuova impostazione sono le seguenti. 

e Rappresentazioni più chiare delle figure classiche 
che sono ora più semplici da interpretare e da usare 
come strumento di studio. 

e Disegni schematici dei modelli molecolari, elabo- 
rati specificatamente per questo libro di testo, utiliz- 
zando forme e colori secondo un criterio omogeneo. 

e Figure dei processi con le tappe numerate e de- 
scritte che facilitano la spiegazione dei processi com- 
plessi; in molti casi, abbiamo tolto il testo della descri- 
zione dalle didascalie per inserirlo direttamente nelle 
figure. 
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e Metabolismo delle sostanze nutrienti nel fegato durante il 
digiuno prolungato o nel diabete mellito non controllato. 


e Figure riassuntive che permettono allo studente di 
avere chiaro il quadro generale mentre ne segue i det- 
tagli leggendo il testo. 


L'aggiornamento della genomica 
Le moderne tecniche genomiche hanno trasformato le no- 
stre conoscenze biochimiche. In questa edizione abbiamo 
aggiornato la trattazione dei metodi genomici e delle loro 
applicazioni. Il Capitolo 9, “Tecnologie basate sull’informa- 
zione contenuta nel DNA”, è stato completamente revisio- 
nato e ora comprende i metodi genomici più recenti. Mol- 
ti altri capitoli sono stati aggiornati per rispecchiare i pro- 
gressi che si sono potuti ottenere con l'applicazione di que- 
ste nuove metodologie. Tra i nuovi metodi genomici trat- 
tati in questa edizione ci sono: 

e il sequenziamento del DNA di nuova generazione, 
compresi i metodi di sequenziamento Illumina e 454 
(Capitolo 9); 

e le applicazioni della genomica, comprendenti l’uso 
degli aplotipi per ricostruire le migrazioni degli esseri 
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umani e la filogenetica per localizzare i geni umani as- 
sociati alle patologie a carattere ereditario (Capitolo 9); 

e la tipizzazione genica forense e l’utilizzo della genomi- 
ca personalizzata in medicina (Capitolo 9). 


Una nuova scienza 

Ogni capitolo è stato completamente rivisto e aggiornato 
per includervi sia i progressi principali in biochimica sia le 
informazioni necessarie a un testo moderno di biochimi- 
ca. Tra gli argomenti aggiornati in questa edizione vi sono: 
e l'evoluzione prebiotica, i camini vulcanici e il mondo a 

RNA (Capitolo 1); 
* le proteine intrinsecamente disordinate (Capitolo 4); 
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e gli analoghi dello stato di transizione e l’inibizione ir- 
reversibile (Capitolo 6); 

e le vie della coagulazione del sangue nel contesto della 
regolazione enzimatica (Capitolo 6); 

e la distribuzione asimmetrica dei lipidi all’interno del 
doppio strato lipidico (Capitolo 11); 

e il ruolo della superfamiglia delle proteine BAR nella 
curvatura della membrana (Capitolo 11); 

e le proteine di sostegno (scaffold), come AKAPS e altre, 
e i loro ruoli regolatori (Capitolo 12); 

* le specie reattive dell’ossigeno come prodotti biologici 
e come molecole di segnale (Capitolo 19); 

e la struttura e la funzione del gruppo metallico di pro- 
duzione dell'ossigeno del PSII (Capitolo 19); 

e la formazione e il trasporto delle lipoproteine nei 
mammiferi, e il ruolo di SREBP SCAP e di Insig nella 
regolazione del colesterolo (Capitolo 21); 

e l'integrazione del metabolismo dei carboidrati e dei li- 
pidi da parte delle PPAR, delle SREBB, di mTORCI e di 
LXR (Capitoli 21 e 23); 

e la creatina fosfato e il ruolo della creatina chinasi nel 
trasferimento dell'ATP al citosol (Capitolo 23); 

e isimbionti microbici presenti nell’intestino e la loro 
influenza sul metabolismo energetico e sull’adipoge- 
nesi (Capitolo 23); 

e i nucleosomi: le loro modificazioni, il loro posiziona- 
mento e la struttura altamente ordinata della cromati- 
na (Capitolo 24); 

e la DNA polimerasi e la ricombinazione omologa (Capi- 
tolo 25); 
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e il caricamento della RNA polimerasi II (Capitolo 26); 

e la natura resistente alla mutazione del codice genetico 
(Capitolo 27); 

e la regolazione dell’espressione genica eucariotica da 
parte dei miRNA (Capitoli 26 e 28); 

e la formazione delle anse del DNA, il controllo combi- 
natorio, il rimodellamento della cromatina e la regola- 
zione positiva negli eucarioti (Capitolo 28); 

e la regolazione dell’inizio della trascrizione negli euca- 
rioti (Capitolo 28); 

e irecettori nucleari degli steroidi (Capitolo 28). 


I nuovi metodi biochimici 

Per meglio apprezzare i concetti biochimici è spesso uti- 

le comprendere come sono state ottenute le informazio- 

ni. Alcuni dei metodi nuovi o aggiornati riportati in que- 
sta edizione sono: 

e il moderno sequenziamento delle proteine secondo il 
metodo di Sanger e la spettrometria di massa (Capito- 
lo 3); 

e la spettrometria di massa applicata alla proteomica, 
alla glicomica, alla lipidomica e alla metabolomica 
(Capitoli 3, 7 e 10); 

e i microarray oligosaccaridici per l’esplorazione delle 
interazioni tra oligosaccaridi e proteine e il “codice dei 
carboidrati” (Capitolo 7); 

e moderni metodi genomici (Capitolo 9); 

e l’ingegnerizzazione genetica degli organismi fotosinte- 
tici (Capitolo 20); 

* l'utilizzo della tomografia a emissione di positroni 
(PET) per la visualizzazione dei tumori e del tessuto 
adiposo bruno (Capitolo 23); 

e lo sviluppo di ceppi batterici con codici genetici altera- 
ti per l'inserimento sito-specifico di nuovi amminoaci- 
di all’interno delle proteine (Capitolo 27). 


Le nuove applicazioni mediche 


L'icona che riproduce un caduceo viene usata in 
tutto il testo per indicare paragrafi che trattano 
argomenti di interesse medico. In qualità di inse- 

gnanti, il nostro obiettivo è di mostrare agli studenti l’im- 
portanza della biochimica per quel che riguarda la salute 
dell’uomo, ma anche del nostro pianeta. Abbiamo così in- 
serito numerosi esempi per meglio definire la relazione tra 
la biochimica e la medicina e la salute in generale. Alcune 
delle nuove applicazioni mediche riportate in questa edi- 
zione sono: 

e il Box 4.6, Morte per ripiegamento non corretto: le malat- 
tie da prione; 

e Paganini e la sindrome di Ehlers-Danlos (Capitolo 4); 

e gli inibitori delle proteasi dell’HIV e il modo in cui i 
principi dell’enzimologia di base ne hanno influenzato 
la progettazione (Capitolo 6); 

e la cascata della coagulazione del sangue e l’emofilia 
(Capitolo 6); 

e la cura della malattia africana del sonno basata su un 
inibitore suicida (Capitolo 6); 

e come fanno i ricercatori a localizzare i geni umani 
coinvolti nelle patologie a carattere ereditario (Capito- 
lo 9); 
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e i trasportatori della resistenza multifarmaco e la loro 
importanza nella medicina clinica (Capitolo 11); 

e la progressione a tappe verso il cancro del colon-retto 
(Capitolo 12); 

e il metabolismo del colesterolo, la patologia cardiova- 
scolare e il meccanismo della formazione delle placche 
nell’arteriosclerosi (Capitolo 21); 

e il P-450 ele sue interazioni con i farmaci (Capitolo 21); 

e HMG-COA reduttasi (Capitolo 21) e il Box 21.3, L’ipote- 
si dei lipidi e lo sviluppo delle statine; 

e il Box 24.1, Alcune malattie vengono curate inibendo le 
topoisomerasi, che descrive l’uso di inibitori delle to- 
poisomerasi nel trattamento delle infezioni batteriche 
e del cancro, con nuove informazioni sulla ciprofloxa- 
cina (l’antibiotico efficace contro l’antrace); 

e le cellule staminali (Capitolo 28). 


Tema speciale: comprendere il metabolismo 
studiando l'obesità e il diabete 

L’obesità - con le sue conseguenze mediche, cioè le pato- 
logie cardiovascolari e il diabete - sta rapidamente acqui- 
stando un carattere epidemico nel mondo industrializza- 
to; per questo motivo abbiamo inserito nel testo nuove in- 
formazioni sulle relazioni tra obesità e salute. La trattazio- 
ne sul diabete rappresenta un tema ricorrente che entra a 
far parte dei capitoli sul metabolismo e sul suo controllo; 
speriamo che questo argomento spinga qualche studente a 
cercare soluzioni a questa malattia. Alcune delle sezioni e 
dei box che considerano le relazioni tra metabolismo, obe- 
sità e diabete sono: 

e Il diabete non trattato provoca una grave acidosi (Capi- 
tolo 2); 

il Box 71, Determinazione della concentrazione di glucosio 
nel sangue (glicemia) nella diagnosi e trattamento del dia- 
bete, che introduce l’emoglobina glicata, gli AGE e il loro 
ruolo nella patologia del diabete grave; 

L’assorbimento del glucosio è carente nel diabete mellito di 
tipo 1 (Capitolo 14); 

Il diabete e il digiuno prolungato provocano una sovrap- 
produzione di corpi chetonici (Capitolo 17); 

e Alcune mutazioni nei genomi mitocondriali causano ma- 
lattie (Capitolo 19); 

Il diabete può essere causato da difetti dei mitocondri delle 
cellule pancreatiche B (Capitolo 19); 

Il tessuto adiposo genera il glicerolo 3-fosfato mediante la 
gliceroneogenesi (Capitolo 21); 

Il diabete mellito è provocato da un difetto nella produzione 
di insulina o nella sua azione (Capitolo 23); 

La Sezione 23.4, Obesità e regolazione della massa cor- 
porea, include una nuova discussione sul ruolo svolto 
dai lipidi ectopici e dall’infiammazione nello sviluppo 
della resistenza all’insulina e nel trattamento del dia- 
bete di tipo 2 con l'esercizio fisico, l'alimentazione e 
le cure mediche. 


Tema speciale: l'evoluzione 

Ogniqualvolta un biochimico studia una via di sviluppo nei 
nematodi, egli identifica le parti chiave di un sito attivo di 
un enzima determinando quali regioni sono conservate nel- 
le varie specie, attraverso la ricerca del gene che sta alla ba- 
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se di una patologia genetica umana. Questo ricercatore, 0 
ricercatrice, sta in effetti sfruttando la teoria evoluzioni- 
stica. Gli enti che finanziano la ricerca sostengono il lavo- 
ro che viene svolto sui nematodi poiché sono ben consape- 
voli del fatto che gli approfondimenti e le nuove scoperte 
in tale campo di investigazione saranno molto importanti 

e pertinenti anche per gli esseri umani. La conservazione 

dei residui amminoacidici all’interno del sito attivo di un 

enzima permette di ricostruire la storia condivisa di ciascun 

organismo presente sul pianeta. Molto spesso la ricerca di 

un gene che provoca una patologia è un esercizio filogene- 

tico molto sofisticato. L'evoluzione è quindi fondamenta- 
le per la nostra disciplina. Alcune delle molte sezioni e dei 
box che trattano dell'evoluzione sono: 

e la Sezione 1.5, Fondamenti di biologia dell'evoluzione, 
discute il modo in cui la vita si potrebbe essere evolu- 
ta e prende in considerazione alcune delle primissime 
fasi chiave dell’evoluzione delle cellule eucariotiche; 

e Il sequenziamento del genoma ci informa sulla natura 
umana (Capitolo 9); 

e La comparazione dei genomi aiuta a localizzare i geni 
coinvolti in una patologia (Capitolo 9); 
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e Il sequenziamento del genoma ci dà informazioni sul no- 
stro passato e ci fornisce delle opportunità per il nostro 
futuro (Capitolo 9); 

e il Box 9.3, A conoscenza dei Neanderthal; 

e Itrasportatori ABC usano l’ATP per il trasporto attivo di 
una grande varietà di substrati (Capitolo 11); 

e I sistemi di segnalazione delle piante hanno alcuni dei 
componenti utilizzati dai microbi e dai mammiferi (Capi- 
tolo 12); 

e Gli enzimi della B ossidazione dei differenti organelli 
hanno seguito un'evoluzione divergente (Capitolo 17); 

e la Sezione 19.10, Evoluzione della fotosintesi ossigenica; 

e I mitocondri si sono evoluti da batteri endosimbiotici (Ca- 
pitolo 19); 

e I fotosistemi I e II si sono evoluti dai fotosistemi batte- 
rici (Capitolo 19); 

e La sintesi dell’RNA offre importanti spunti sulla biochi- 
mica dell'evoluzione (Capitolo 26); 

e il Box 271, Le eccezioni che confermano la regola: le va- 
riazioni naturali del codice genetico; 

e il Box 27.2, Da un mondo a RNA a un mondo a proteine 

e il Box 28.1, Pinne, ali, becchi e altre strutture. 


LE CARATTERISTICHE DIDATTICHE DE I PRINCIPI DI BIOCHIMICA DI LEHNINGER 


Gli studenti che incontrano la biochimica per la prima vol- 
ta hanno spesso difficoltà con i due aspetti chiave del corso: 
affrontare i problemi quantitativi e applicare ciò che han- 
no imparato nel corso di chimica organica per comprende- 
re la biochimica. Quegli stessi studenti devono imparare 
anche un linguaggio nuovo e complesso, 

basato su convenzioni che spesso non so- o 
no state esplicitate. Per aiutare gli studen- 
ti ad affrontare in modo positivo questi 


Deidrogenazione: 
l'ossidazione del 


gruppo —OH completa 


tappe al fine di aiutare gli studenti a comprendere i 
processi delle reazioni. Queste figure utilizzano un in- 
sieme omogeneo di convenzioni introdotte e spiegate 
in dettaglio a livello del primo meccanismo enzimatico 
incontrato (La chimotripsina, pagine 224-225). 
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aspetti che rendono più semplice la 
comprensione delle vie metaboliche. 
Le figure della logica chimica vengo- 
no fornite per ognuna delle vie meta- 
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Strumenti per la risoluzione dei problemi 

e Gli esercizi svolti presenti all’interno del testo aiu- 
tano gli studenti a migliorare le loro capacità nel risol- 
vere problemi quantitativi guidandoli nell’utilizzo di 
alcune equazioni piuttosto complicate. Nuovi esercizi 
svolti sono stati inseriti nei Capitoli 1, 2 e 19. 


E Stechiometria della produzione dell'ATP: 


effetti della dimensione dell'anello c 
(a) Se i mitocondri bovini hanno 8 subunità c per ogni anel- 
lo c, qual è il rapporto previsto dell'ATP formato per ogni 
NADH ossidato? (b) Qual è il valore previsto per i mito- 
condri di lievito che hanno invece 10 subunità c? (c) Quali 
sono i valori corrispondenti per gli elettroni che entrano 
nella catena respiratoria dal FADH;? 


Soluzione (a) La domanda ci chiede di determinare 
quante molecole di ATP vengono prodotte per ogni mo- 
lecola di NADH. Questo è un altro modo per chiederci di 
calcolare il rapporto P/O, cioè x nell’Equazione 19.11. Se 

e Gli oltre 600 problemi alla fine dei capitoli danno 
agli studenti l'opportunità di mettere in pratica ciò che 
hanno appena studiato. 

e I problemi sull’analisi dei dati (uno alla fine di ogni 
capitolo), forniti da Brian White dell’Università del 
Massachusetts a Boston, incoraggiano gli studenti a 
sintetizzare ciò che hanno imparato e ad applicare le 
loro conoscenze all’interpretazione dei risultati pre- 
senti in letteratura. 
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Gli amminoacidi 
Gli amminoacidi hanno proprietà strutturali comuni 
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Alcune proteine contengono gruppi chimici diversi 
dagli amminoacidi 

Lavorare con le proteine 
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he derivano dalle tecniche classiche 
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Uno sguardo alla struttura 
delle proteine 


La conformazione delle proteine è stabilizzata 
da interazioni deboli 


I legame peptidico è rigido e planare 
Struttura secondaria delle proteine 
l'a elica è una comune struttura secondaria 


4.1 METODI Come distinguere l'elica destrorsa 
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Nelle proteine globulari la diversità strutturale 
riflette la diversità funzionale 


La mioglobina ha rappresentato il primo esempio 
della complessità strutturale delle proteine globulari 


BOX 4.4 La Banca dati delle proteine 
BOX 4.5 METODI Come determinare la struttura 
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tridimensionale di una proteina 

Le proteine globulari hanno varie strutture 
terziarie 

| motivi proteici vengono usati per classificare 
le strutture delle proteine 
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che legano l'ossigeno 


La mioglobina ha un solo sito di legame 

per l'ossigeno 

Le interazioni proteina-ligando possono essere 
descritte quantitativamente 


I meccanismo di legame dei ligandi dipende 


dalla struttura delle pro 


teine 


L'emoglobina trasporta l'ossigeno nel sangue 


Le subunità dell'emoglobina sono 
strutturalmente simili alla mioglobina 


| legame dell'ossigeno provoca una 
variazione strutturale nell'emoglobina 


L'emoglobina lega l'ossigeno 
con un meccanismo cooperativo 


BOX 5.1 MEDICINA Il monossido di carbonio: 


un assassino furtivo 


Il legame cooperativo di un ligando può essere 
descritto quantitativamente 


66 
66 


67 


67 


67 


70 
71 


71 


71 


73 


75 


76 


5.2 


5.3 


Il legame cooperativo può essere descritto 
da due modelli 


L'emoglobina trasporta anche H* e CO; 

Il legame dell'ossigeno all'emoglobina è regolato 
dal 2,3-bisfosfoglicerato 

L'anemia a cellule falciformi è una malattia 

delle molecole emoglobiniche 

Interazioni complementari tra proteine 
e ligandi: il sistema immunitario 

e le immunoglobuline 

La risposta immunitaria utilizza una serie 

di cellule e proteine specializzate 

Gli anticorpi hanno due siti identici per il legame 
dell'antigene 

Gli anticorpi si legano saldamente 

e specificamente agli antigeni 

Molte importanti tecniche analitiche si basano 
sulle interazioni antigene-anticorpo 
Interazioni tra proteine modulate 
dall'energia chimica: actina, miosina 
e motori molecolari 

Le principali proteine del muscolo sono l'actina 
e la miosina 

Altre proteine organizzano i filamenti spessi 

e i filamenti sottili in strutture ordinate 

| filamenti spessi di miosina scorrono lungo 

i filamenti sottili di actina 

Termini chiave 

Ulteriori letture 


Problemi 


Indice XIII 


77 
78 


79 


80 


82 


82 


83 


85 


86 


87 


87 


89 


90 
92 
92 
92 


CAPITOLO 6 


Gli enzimi 


6.1 


6.2 


6.3 


Introduzione agli enzimi 

La maggior parte degli enzimi è costituita 

da proteine 
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| potere catalitico e la specificità degli enzimi 
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diventano ottimali nello 
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o più substrati 


La cinetica allo stato pre-stazionario può dare 
informazioni sulle specifiche tappe della reazione 


Gli enzimi possono essere soggetti a inibizione 
reversibile o irreversibile 


di inibizione 


L'attività enzimatica dipende dal pH 


64 Esempi direazioni enzimatiche 


6.5 


I meccanismo d'azione della chimotripsina 
comporta l'acilazione e la deacilazione 
di un residuo di serina 


La comprensione dei meccanismi d'azione 
delle proteasi porta allo sviluppo di nuovi 
rattamenti delle infezioni da HIV 


L'esochinasi va incontro all'adattamento indotto, 
a seguito del legame del substrato 


| meccanismo di reazione dell'enolasi richiede 
ioni metallici 


| lisozima utilizza due reazioni successive 
di spostamento nucleofilico 


La comprensione del meccanismo d'azione 
degli enzimi può avere importanti risvolti 

in medicina 

Enzimi regolatori 

Gli enzimi allosterici vanno incontro a variazioni 


conformazionali in risposta al legame dei modulatori 


Le proprietà cinetiche degli enzimi allosterici 
non seguono il comportamento descritto 
dalla cinetica di Michaelis-Menten 


Alcuni enzimi sono regolati da modificazioni 
covalenti reversibili 


| gruppi fosforici modificano la struttura e l'attività 
catalitica degli enzimi 

Le fosforilazioni multiple permettono un accurato 
controllo della regolazione 


Alcuni enzimi e altre proteine sono regolati 
per scissione proteolitica di un precursore 
enzimatico 


Una cascata di zimogeni attivati per via proteolitica 


porta alla coagulazione sanguigna 


Alcuni enzimi regolatori utilizzano meccanismi 
di regolazione diversi 
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CAPITOLO 7 


Carboidrati e glicobiologia 


7.1 


Monosaccaridi e disaccaridi 


Le due famiglie dei monosaccaridi: gli aldosi 
e i chetosi 


| monosaccaridi hanno centri asimmetrici 
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BOX 7.1 MEDICINA Determinazione della concentrazione 
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I comuni monosaccaridi hanno strutture cicliche 


Gli organismi contengono una grande varietà 
di derivati degli esosi 


I Mmonosaccaridi sono agenti riducenti 


di glucosio nel sangue (glicemia) nella diagnosi e 
trattamento del diabete 


| disaccaridi contengono un legame glicosidico 


BOX 7.2 Lo zucchero è dolce, e lo sono anche... 


7.2 


7.3 


74 


7.5 


poche altre cose 


Polisaccaridi 


Alcuni omopolisaccaridi rappresentano 
una forma di riserva di combustibile 


Alcuni polisaccaridi hanno ruoli strutturali 


Dv 


tori sterici e legami idrogeno influenzano 
il ripiegamento dei polisaccaridi 


Le pareti cellulari dei batteri e delle alghe 
contengono eteropolisaccaridi strutturali 


glicosamminoglicani sono eteropolisaccaridi 
della matrice extracellulare 
Glicoconiugati: proteoglicani, 
glicoproteine e glicosfingolipidi 

| proteoglicani sono macromolecole 


della superficie cellulare e della matrice 
extracellulare contenenti glicosamminoglicani 


Le glicoproteine hanno oligosaccaridi legati 
covalentemente 


I glicolipidi e i lipopolisaccaridi sono componenti 
delle membrane 

I carboidrati come molecole 
informazionali: il codice saccaridico 


Le lectine sono proteine che leggono il codice 
saccaridico e mediano molti processi biologici 


Le interazioni lectine-carboidrati sono altamente 
specifiche e spesso polivalenti 


Lavorare con i carboidrati 
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CAPITOLO 8 


Nucleotidi e acidi nucleici 


8.1 


8.2 


Alcune nozioni di base 


nucleotidi e gli acidi nucleici contengono basi 
azotate e pentosi 


elle catene degli acidi nucleici i nucleotidi sono 
uniti da legami fosfodiestere 


Le proprietà delle basi dei nucleotidi determinano 
a struttura tridimensionale degli acidi nucleici 
Struttura degli acidi nucleici 


| DNA è una doppia elica in cui viene conservata 
informazione genetica 


I DNA può avere forme tridimensionali diverse 


Alcune sequenze del DNA adottano strutture 
insolite 


Gli RNA messaggeri codificano le catene 
polipeptidiche 


olti RNA hanno strutture tridimensionali 
complesse 
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291 
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8.3 


84 


Chimica degli acidi nucleici 


La doppia elica del DNA e dell'RNA può essere 
denaturata 


Gli acidi nucleici di specie diverse possono 
formare ibridi 


nucleotidi e gli acidi nucleici vanno incontro 
a trasformazioni non enzimatiche 


Alcune basi del DNA vengono metilate 


È possibile determinare la sequenza di lunghi 
ratti di DNA 


La sintesi chimica del DNA è stata automatizzata 


Altre funzioni dei nucleotidi 


nucleotidi trasportano energia chimica 
nella cellula 


nucleotidi adenilici fanno parte di molti cofattori 
enzimatici 


Alcuni nucleotidi agiscono da molecole regolatrici 
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CAPITOLO 9 
Tecnologie basate sull’informazione 
contenuta nel DNA 


9.1 


Lo studio dei geni e dei loro prodotti 


geni possono essere isolati tramite il clonaggio 
del DNA 


Le endonucleasi di restrizione e le DNA ligasi 
permettono di ottenere il DNA ricombinante 


vettori di clonaggio permettono l'amplificazione 
dei segmenti di DNA inseriti 


geni clonati possono essere espressi 
per amplificare la produzione delle proteine 


Per esprimere le proteine ricombinanti 
si utilizzano molti sistemi diversi tra loro 


Alterazioni nei geni clonati producono proteine 
modificate 


Le etichette terminali forniscono siti di legame 
nella purificazione per affinità 


Le sequenze dei geni possono essere amplificate 
utilizzando la reazione a catena della polimerasi 


BOX 9.1 METODI Un potente strumento per la medicina 


9.2 


9,3 


forense 


Utilizzo dei metodi basati sul DNA per 


comprendere la funzione delle proteine 


Le librerie di DNA sono raccolte specializzate 
di informazioni genetiche 


informazioni sulla funzione delle proteine 


Le proteine di fusione e l'immunofluorescenza 
possono far localizzare le proteine all'interno 
delle cellule 


L'identificazione delle interazioni proteina- 
proteina può contribuire a definire la funzione 
delle proteine 


DNA microarray rivelano l'espressione dell'RNA 
e forniscono anche altre informazioni 

La genomica e la storia degli esseri 
umani 


Le relazioni tra le sequenze o le strutture forniscono 


350 


| metodi di sequenziamento del DNA di nuova 
generazione hanno favorito il sequenziamento 
genomico 


BOX 9.2 MEDICINA Medicina genomica personalizzata 


I genoma umano contiene i geni e molti altri 
ipi di sequenze 


| sequenziamento del genoma ci informa 
sulla natura umana 


La comparazione dei genomi aiuta a localizzare 
i geni coinvolti in una patologia 


| sequenziamento del genoma ci dà informazioni 
sul nostro passato e ci fornisce delle opportunità 
per il nostro futuro 


BOX 9.3 A conoscenza dei Neanderthal 
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I lipidi 


10.1 


10.2 


I lipidi di riserva 
Gli acidi grassi sono derivati degli idrocarburi 


triacilgliceroli sono esteri degli acidi grassi 
con il glicerolo 


triacilgliceroli sono una riserva energetica 
e fungono da isolamento termico 


L'idrogenazione parziale degli oli durante 
a cottura genera acidi grassi trans 


Le cere fungono da riserve energetiche 
e da idrorepellenti 
I lipidi strutturali delle membrane 


glicerofosfolipidi sono derivati dell'acido 
fosfatidico 


Alcuni glicerofosfolipidi hanno acidi grassi legati 
ramite legami etere 


cloroplasti contengono galattolipidi e solfolipidi 


i archea contengono peculiari lipidi 
membrana 


G 
di 
Gli sfingolipidi sono derivati della sfingosina 
G 


i sfingolipidi sulla superficie cellulare servono 
come siti per il riconoscimento biologico 


| fosfolipidi e gli sfingolipidi vengono degradati 
nei lisosomi 


Gli steroli sono formati da quattro anelli 
carboniosi fusi 
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BOX 10.1 MEDICINA Alcune malattie ereditarie dell’uomo 


10.3 


derivano da un accumulo anormale di lipidi 

di membrana nei tessuti 

I lipidi come segnali, cofattori 

e pigmenti 

Il fosfatidilinositolo e i derivati della sfingosina 
agiscono da segnali intracellulari 

Gli eicosancidi trasferiscono il messaggio 

alle cellule vicine 


Gli ormoni steroidei trasmettono messaggi 
da un tessuto all'altro 


Le piante vascolari producono migliaia 
di segnali volatili 


Le vitamine A e D sono precursori ormonali 


381 


382 


382 


383 


384 


384 
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XVI Indice 


Le vitamine E e Ke i chinoni lipidici sono cofattori 
delle reazioni di ossidoriduzione 


dolicoli attivano i precursori degli zuccheri 
per le biosintesi 


polichetidi sono prodotti naturali che hanno 
attività biologiche 


104 Lavorare con i lipidi 


l'estrazione dei lipidi richiede solventi organici 


La cromatografia per assorbimento separa i lipidi 
in base alla loro diversa polarità 


La cromatografia gas-liquido separa miscele 

di derivati lipidici volatili 

L'idrolisi specifica aiuta a determinare la struttura 
dei lipidi 
La spettrometria di massa rivela la struttura 
completa dei lipidi 


La lipidomica cerca di catalogare tutti i lipidi 
e di identificare le loro funzioni 
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CAPITOLO 11 


Membrane biologiche e trasporto 


11.1 


11.2 


La composizione e l'architettura 
delle membrane 

Ogni tipo di membrana ha una composizione 
in lipidi e proteine caratteristica 

Tutte le membrane biologiche hanno alcune 
proprietà fondamentali in comune 

Il doppio strato lipidico è l'elemento strutturale 
di base delle membrane 


Si possono distinguere tre tipi di proteine, 
che differiscono tra loro per il modo in cui sono 
associate alla membrana 


olte proteine di membrana attraversano 
completamente il doppio strato lipidico 


Le proteine integrali si mantengono associate 
alle membrane grazie a interazioni idrofobiche 
con i lipidi 

La topologia delle proteine integrali 

di membrana talvolta può essere prevista 

in base alla sequenza amminoacidica 


idrofobiche per le proteine di membrana 


Dinamica delle membrane 


gruppi acilici dell'interno del doppio strato 
possono essere disposti in vari gradi di ordine 


| Movimento dei 
deve essere cata 


ipidi attraverso il doppio strato 
izzato 


lipidi e le proteine si spostano lateralmente 
nel doppio strato 


Gli sfingolipidi e il colesterolo si associano 


per formare degli agglomerati detti zattere lipidiche 


Le curvature e la fusione della membrana sono 
fondamentali per molti processi biologici 


Le proteine integrali della membrana plasmatica 
intervengono nei 
di segnalazione e in altri processi cellulari 


lipidi legati covalentemente funzionano da ancore 


processi di adesione superficiale, 
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BOX 
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Trasporto di soluti attraverso 

le membrane 

trasporto passivo è facilitato da proteine 

di membrana 

trasportatori e i canali ionici sono molto diversi 
trasportatore del glucosio degli eritrociti media 
un trasporto passivo 


Lo scambiatore cloruro-bicarbonato catalizza 
il cotrasporto elettroneutrale degli anioni 
attraverso la membrana plasmatica 


11.1 MEDICINA In due forme di diabete vi è 
un trasporto difettoso di glucosio e di acqua 


| trasporto attivo trasferisce un soluto contro 
gradiente di concentrazione o contro gradiente 
elettrochimico 


Le ATPasi di tipo P vengono fosforilate durante 
i loro cicli catalitici 


Le ATPasi di tipo V ed F sono pompe protoniche 
guidate dall'ATP 


rasportatori ABC usano l'ATP per il trasporto 
attivo di una grande varietà di substrati 


17.2 MEDICINA Un canale ionico difettoso causa 
la fibrosi cistica 


gradienti ionici forniscono l'energia per il trasporto 
attivo secondario 


Le acquaporine formano canali transmembrana 
idrofilici per il passaggio dell'acqua 

canali ionici selettivi permettono il movimento 
veloce degli ioni attraverso la membrana 


La funzione dei canali ionici può essere misurata 
elettricamente 


La struttura del canale per il K* spiega le basi 
molecolari della sua specificità 


per le funzioni neuronali 


Canali ionici difettosi possono avere conseguenze 
fisiologiche dannose 
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canali ionici controllati dal voltaggio sono essenziali 


CAPITOLO 12 


Biosegnalazione 


12.1 


BOX 


12.2 


BOX 


Caratteristiche generali della 
trasduzione del segnale 

12.1 METODI Il grafico di Scatchard quantifica 
l'interazione recettore-ligando 

I recettori accoppiati alle proteine G 
e i secondi messaggeri 

| sistema recettoriale B-adrenergico agisce 
ramite un secondo messaggero, il CAMP 

12.2 MEDICINA Le proteine G: interruttori binari 
in condizioni normali e patologiche 

Diversi meccanismi provocano la terminazione 
della risposta del recettore B-adrenergico 


| recettore B-adrenergico viene desensibilizzato 
mediante fosforilazione e associazione 
all'arrestina 


LAMP ciclico agisce da secondo messaggero 
per molte molecole regolatrici 
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1.5 Proteine adattatrici polivalenti L'apoptosi è un suicidio cellulare programmato 506 
e zattere delle membrane 474 RO 
. (i poni VONIRA Termini chiave 509 
oduli proteici legano residui fosforilati di Tyr, Da 
Ser o Thr nelle proteine partner 474 Ulteriori letture 509 
Le zattere dimembrana e le caveole segregano Problemi 512 
e proteine di segnalazione 477 
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I, 
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a concentrazione di CGMP ua L'ATP dona gruppi fosforici, pirofosforici e adenililici 539 
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L'organizzazione delle macromolecole 
informazionali richiede energia 


L'ATP fornisce l'energia per il trasporto attivo 
e per la contrazione muscolare 


ra nucleotidi 


| polifosfato inorganico è un potenziale donatore 
di gruppi fosforici 

Le reazioni biologiche 

di ossidoriduzione 

| flusso di elettroni può produrre un lavoro 
biologico 

Le ossidoriduzioni possono essere descritte 
come semireazioni 

Le ossidazioni biologiche avvengono spesso 
attraverso deidrogenazioni 

potenziali di riduzione sono una misura 
dell'affinità per gli elettroni 


potenziali di riduzione standard consentono 
calcolare la variazione di energia libera 


a 


L'ossidazione del glucosio ad anidride carbonica 
nelle cellule richiede trasportatori specializzati 
di elettroni 
C 


oenzimi e proteine in numero molto limitato 
agiscono da trasportatori universali di elettroni 


II NADH e il NADPH agiscono come trasportatori 
solubili di elettroni 


La carenza nella dieta di niacina, la vitamina 
presente nel NAD e nel NADP causa la pellagra 


Le flavoproteine contengono nucleotidi flavinici 
saldamente legati 
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n tutti i tipi di cellule avvengono transfosforilazioni 
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CAPITOLO 14 
Glicolisi, gluconeogenesi 
e via del pentosio fosfato 


14.1 


La glicolisi 
Uno sguardo d'insieme: la glicolisi può essere 
divisa in due fasi 


La fase preparatoria della glicolisi richiede ATP 


La fase di recupero energetico della glicolisi 
genera ATP e NADH 


| bilancio complessivo comporta un guadagno 
netto di ATP 


La glicolisi è strettamente regolata 


L'assorbimento del glucosio è carente nel diabete 
mellito di tipo 1 


BOX 14.1 MEDICINA L'elevata velocità della glicolisi 


14,2 


nei tumori suggerisce alcuni bersagli per 
la chemioterapia e facilita la diagnosi 
Vie di alimentazione della glicolisi 


| polisaccaridi e i disaccaridi della dieta vengono 
idrolizzati a monosaccaridi 


Il glicogeno e l'amido endogeni vengono 
degradati per fosforolisi 


Altri monosaccaridi entrano nella glicolisi 
in diversi punti 
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Il destino del piruvato in condizioni 
anaerobiche: la fermentazione 


Il piruvato è l'accettore terminale di elettroni 
nella fermentazione lattica 


BOX 14.2 Glicolisi in condizioni di limitate quantità 


di ossigeno in atleti, alligatori e celacantidi 


L'etanolo è il prodotto della fermentazione 
alcolica 


La tiamina pirofosfato trasporta gruppi 
“acetaldeidici attivati” 


Le fermentazioni vengono usate per produrre 
sostanze alimentari di interesse industriale 


BOX 14.3 La fermentazione alcolica: preparazione 


144 


14,5 


della birra e di biocombustibili 


La gluconeogenesi 


La conversione del piruvato in fosfoenolpiruvato 
richiede due reazioni esoergoniche 


La seconda deviazione è la conversione 
del fruttosio 1,6-bisfosfato in fruttosio 6-fosfato 


La terza deviazione è la conversione del glucosio 
6-fosfato in glucosio 


La gluconeogenesi è energeticamente 
dispendiosa, ma essenziale 


Gli intermedi del ciclo dell'acido citrico e molti 
amminoacidi sono glucogenici 


I Mammiferi non possono convertire gli acidi 
grassi in glucosio 


La glicolisi e la gluconeogenesi sono 
reciprocamente regolate 

L'ossidazione del glucosio attraverso 
la via del pentosio fosfato 


BOX 14.4 MEDICINA Perché Pitagora non avrebbe 


mangiato le fave: deficit di glucosio 6-fosfato 
deidrogenasi 


La fase ossidativa produce pentosio fosfato 
e NADPH 

La fase non ossidativa ricicla i pentosi fosfato 
in glucosio-6 fosfato 

Un difetto nella transchetolasi causa 

un peggioramento della sindrome 

di Wernicke-Korsakoff 


| glucosio 6-fosfato è ripartito tra la glicolisi 
e la via del pentosio fosfato 
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CAPITOLO 15 


Principi di regolazione metabolica 


15.1 


15.2 


Regolazione delle vie metaboliche 
Le cellule e gli organismi mantengono 

una condizione di stato stazionario dinamico 
È possibile regolare la quantità e l'attività 
catalitica di un enzima 


più comuni punti di regolazione nella cellula 
sono le reazioni lontane dall'equilibrio 


nucleotidi adeninici hanno un ruolo speciale 
nella regolazione metabolica 


Analisi del controllo metabolico 
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Si può determinare sperimentalmente l'effetto 
di ciascun enzima sul flusso attraverso una via 
metabolica 


Il coefficiente di controllo del flusso è una misura 
degli effetti di variazioni dell'attività enzimatica 
sul flusso dei metaboliti attraverso una via 
metabolica 


Il coefficiente di elasticità è correlato alla risposta 
dell'enzima alle variazioni della concentrazione 
dei metaboliti o dei composti regolato 


BOX 15.1 METODI Il controllo metabolico: aspetti 


15.3 


quantitativi 


| coefficiente della risposta esprime l'effetto 
di un fattore esterno sul flusso di una via 
metabolica 


L'analisi del controllo metabolico è stata applicata 
al metabolismo dei carboidrati con risultati 
sorprendenti 


L'analisi del controllo metabolico suggerisce 
un metodo generale per aumentare il flusso 
attraverso una via metabolica 


Regolazione coordinata della glicolisi 


e della gluconeogenesi 


Gli isozimi dell'esochinasi del muscolo 
e del fegato sono regolati differentemente 
dal loro prodotto, il glucosio 6-fosfato 


BOX 15.2 Isozimi: proteine differenti che catalizzano 


la stessa reazione 


L'esochinasi IV (glucochinasi) e la glucosio 
6-fosfatasi sono regolate a livello trascrizionale 

La fosfofruttochinasi-1 e la fruttosio 1,6-bisfosfatasi 
sono reciprocamente regolate 


| fruttosio 2,6-bisfosfato è un potente regolatore 
allosterico della PFK-1 e della FBPasi-1 


Lo xilulosio 5-fosfato è un importante regolatore 
del metabolismo dei carboidrati e dei grassi 
L'enzima glicolitico piruvato chinasi è inibito 
allostericamente dall'ATP 


La conversione del piruvato in fosfoenolpiruvato 
nella gluconeogenesi è sottoposta a molti tipi 
di regolazione 


La regolazione a livello trascrizionale della glicolisi 
e della gluconeogenesi modifica il numero 
delle proteine enzimatiche 


BOX 15.3 MEDICINA Mutazioni genetiche che portano 


15.4 


a rare forme di diabete 


II metabolismo del glicogeno 

negli animali 

La demolizione del glicogeno è catalizzata 

dalla glicogeno fosforilasi 

Il glucosio 1-fosfato può entrare nella glicolisi 
oppure essere rilasciato nel sangue sotto forma 
di glucosio dal fegato 

L'UDP-glucosio, uno zucchero legato 

a un nucleotide, dona il glucosio per la sintesi 
del glicogeno 


BOX 15.4 MEDICINA Carl e Gerty Cori: i pionieri del 


15.5 


metabolismo del glicogeno e delle disfunzioni 
associate 


La glicogenina serve a iniziare la sintesi 
del glicogeno 


Regolazione coordinata della sintesi 
e della demolizione del glicogeno 
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La glicogeno fosforilasi è regolata 
allostericamente e ormonalmente 


Anche la glicogeno sintasi è regolata mediante 
fosforilazione e defosforilazione 


La glicogeno sintasi chinasi 3 media alcune 
delle azioni dell'insulina 


La fosfoproteina fosfatasi 1 ha un ruolo centrale 
nel metabolismo del glicogeno 


Segnali allosterici e ormonali coordinano 
il metabolismo dei carboidrati 


I metabolismo dei carboidrati e quello dei lipidi 
sono integrati da Meccanismi ormonali 
e allosterici 
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CAPITOLO 16 


Il ciclo dell'acido citrico 


16.1 


16.2 


Produzione di acetil-CoA 

(acetato attivato) 

Il piruvato viene ossidato ad acetil-CoA e CO; 
Il complesso della piruvato deidrogenasi 
richiede cinque coenzimi distinti 

Il complesso della piruvato deidrogenasi 

è costituito da tre enzimi 


Mediante l’incanalamento dei substrati, 
gli intermedi non abbandonano mai la superficie 
dell'enzima 


Reazioni del ciclo dell'acido citrico 


Nel ciclo dell'acido citrico la sequenza 
delle reazioni ha una logica chimica 


Il ciclo dell'acido citrico ha otto tappe 


BOX 16.1 Proteine enzimatiche che fanno più di 


un lavoro: le proteine “moonlighting” 


BOX 16.2 Sintasi e sintetasi; ligasi e liasi; chinasi, 


fosfatasi e fosforilasi. Questi nomi possono creare 
confusione 


BOX 16.3 Il citrato: una molecola simmetrica 


16.3 


che reagisce in modo asimmetrico 


L'energia delle ossidazioni che avvengono 
nel ciclo viene efficacemente conservata 


Perché l'ossidazione dell'acetato è così complicata? 


componenti del ciclo dell'acido citrico 
sono importanti intermedi biosintetici 


Le vie anaplerotiche riforniscono di intermedi 

il ciclo dell'acido citrico 

La biotina nella piruvato carbossilasi trasporta 
gruppi CO; 

Regolazione del ciclo dell'acido citrico 


La produzione di acetil-CoA da parte del 
complesso della piruvato deidrogenasi è regolata 
da meccanismi sia allosterici che covalenti 


I ciclo dell'acido citrico è regolato a livello 
delle sue tre tappe esoergoniche 


el ciclo dell'acido citrico vi può essere 
‘imcanalamento dei substrati attraverso 
complessi multienzimatici 


Alcune mutazioni negli enzimi del ciclo 
dell'acido citrico possono causare il cancro 


649 
650 


650 


651 


652 


654 


654 
656 


658 


661 


664 


665 
665 


666 


667 


669 


670 


670 


670 


671 


672 


XX. Indice 


16.4 


II ciclo del gliossilato 


Il ciclo del gliossilato produce composti a quattro 
atomi di carbonio a partire da acetato 


Il ciclo dell'acido citrico e il ciclo del gliossilato 
sono regolati in modo coordinato 
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CAPITOLO 17 


Catabolismo degli acidi grassi 


17.1 


17,2 


Digestione, mobilizzazione 
e trasporto degli acidi grassi 


| grassi della dieta vengono assorbiti nell'intestino 
tenue 


Gli ormoni mobilizzano le riserve di triacilgliceroli 
Gli acidi grassi sono attivati e trasportati 
nei mitocondri 
Ossidazione degli acidi grassi 


La fi ossidazione degli acidi grassi saturi 
avviene in quattro reazioni 


Le quattro reazioni della B ossidazione 
si ripetono formando acetil-CoA e ATP 


BOX 17.1 Gli orsi ossidano i loro grassi durante 


illetargo 


L'acetil-CoA può essere ossidato ulteriormente 
nel ciclo dell'acido citrico 


L'ossidazione degli acidi grassi insaturi richiede 
altre due reazioni 


L'ossidazione completa degli acidi grassi 
con numero dispari di atomi di carbonio richiede 
altre tre reazioni 


BOX 17.2 Il coenzima B,,: una soluzione radicale a un 


17,3 


problema complesso 
L'ossidazione degli acidi grassi è regolata 
rigidamente 


fattori di trascrizione attivano la sintesi 

delle proteine deputate al catabolismo dei lipidi 
Difetti genetici negli enzimi acil-CoA 
deidrogenasi provocano gravi patologie 


Dv 


fi ossidazione avviene anche nei perossisomi 


perossisomi e i gliossisomi delle piante 
utilizzano l'acetil-CoA ottenuto dalla 
B ossidazione come precursore biosintetico 


Gli enzimi della B ossidazione dei differenti 
organelli hanno seguito un'evoluzione 
divergente 


La @ ossidazione degli acidi grassi avviene 
nel reticolo endoplasmatico 


L'acido fitanico subisce un'a ossidazione 
nei perossisomi 
I corpi chetonici 


corpi chetonici formati nel fegato sono esportati 
in altri organi come fonte di energia 


| diabete e il digiuno prolungato provocano 
una sovrapproduzione di corpi chetonici 
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CAPITOLO 18 
Ossidazione degli amminoacidi 
e produzione dell’urea 


18.1 


18.2 


BOX 


18.3 


BOX 


Destino metabolico dei gruppi 
amminici 

Le proteine della dieta vengono degradate 
enzimaticamente ad amminoacidi 


| piridossal fosfato partecipa al trasferimento 
dei gruppi a-amminici all'a-chetoglutarato 


I glutammato rilascia il suo gruppo amminico 
sotto forma di ammoniaca nel fegato 


La glutammina trasporta l'ammoniaca 
nel torrente circolatorio 


L'alanina trasporta lo ione ammonio dal muscolo 
scheletrico al fegato 


L'ammoniaca è tossica per gli animali 


Escrezione dell'azoto e ciclo dell’urea 


L'urea viene prodotta dall'ammoniaca in quattro 
appe enzimatiche 


cicli dell'acido citrico e dell'urea possono essere 
collegati 


18.1 MEDICINA Valutazione di un danno tissutale 
L'attività del ciclo dell'urea è regolata a due livelli 


collegamenti tra le vie metaboliche riducono 
i costi energetici della sintesi dell'urea 


difetti genetici del ciclo dell'urea possono 
essere letali 
Vie di degradazione degli amminoacidi 


Alcuni amminoacidi sono convertiti in glucosio, 
altri in corpi chetonici 


Alcuni cofattori enzimatici hanno funzioni 
importanti nel catabolismo degli amminoacidi 


Sei amminoacidi vengono degradati a piruvato 


Sette amminoacidi vengono degradati 
ad acetil-CoA 


In alcuni soggetti il catabolismo della fenilalanina 
è geneticamente difettoso 


Cinque amminoacidi sono convertiti 
a-chetoglutarato 


n 


Quattro amminoacidi sono convertiti in 
succinil-CoA 


18.2 MEDICINA Indagini scientifiche risolvono 
il mistero di un assassinio 


Gli amminoacidi a catena ramificata non vengono 
degradati nel fegato 


L'asparagina e l'aspartato vengono degradati 
a ossalacetato 


Termini chiave 
Ulteriori letture 


Problemi 


(.\2 [O] KON) 
Fosforilazione ossidativa 
e fotofosforilazione 


19.1 


LA FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA 


Il flusso degli elettroni nei mitocondri 


Gli elettroni sono incanalati verso accettori 
universali 
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BOX 


19.2 


BOX 


19,3 


19.4 


19,5 


Gli elettroni passano attraverso una serie 
di trasportatori legati alla membrana 


trasportatori di elettroni funzionano sotto forma 
di complessi multienzimatici 
complessi mitocondriali possono associarsi 
in respirasomi 


L'energia associata al trasporto degli elettroni 
viene efficientemente conservata sotto forma 
di un gradiente di protoni 


Durante la fosforilazione ossidativa si generano 
specie reattive dell'ossigeno 


mitocondri delle piante hanno meccanismi 
alternativi per ossidare il NADH 


19.1 Vie respiratorie alternative e piante 
maleodoranti che producono calore 


La sintesi dell'ATP 

LATP sintasi possiede due domini funzionali: 

Fò ed Fi 

L'ATP viene stabilizzato più dell'ADP sulla superficie 
dell'enzima F, 
| gradiente di protoni favorisce il rilascio di ATP 
dalla superficie dell'enzima 


Ogni subunità p dell’ATP sintasi può assumere 
re diverse conformazioni 


La catalisi rotazionale è alla base del meccanismo 
di sintesi dell'ATP mediato dall'alterazione 
del legame 


n che modo il flusso protonico attraverso 
il complesso Fo produce un movimento rotatorio? 
l'accoppiamento chemiosmotico permette 


stechiometrie espresse da numeri non interi 
ra il consumo di ossigeno e la sintesi di ATP 


19.2 METODI Il microscopio a forza atomica serve 
a visualizzare le proteine dimembrana 


La forza motrice protonica fornisce energia 
al trasporto attivo 


Sistemi navetta (shuttle) trasferiscono 

gli equivalenti riducenti del NADH citosolico 
nei mitocondri 

Regolazione della fosforilazione 
ossidativa 

La fosforilazione ossidativa è regolata 

dal fabbisogno energetico cellulare 


Una proteina inibitrice impedisce l'idrolisi 
dell’ATP durante l’ipossia 


L'ipossia provoca la produzione delle ROS 
e diverse risposte adattative 


Le vie di produzione dell'ATP sono regolate 
in modo coordinato 

I mitocondri nella termogenesi, 
nella sintesi degli steroidi 

e nell’apoptosi 

el tessuto adiposo bruno i mitocondri 
disaccoppiati producono calore 


Le P-450 ossigenasi mitocondriale catalizzano 
‘ossidrilazione degli steroidi 


mitocondri hanno un ruolo primario nella fase 
iniziale dell'apoptosi 

I geni mitocondriali: la loro origine 

e gli effetti delle mutazioni 


mitocondri si sono evoluti da batteri 
endosimbiotici 
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19.7 


19,8 


19.9 


Le mutazioni del DNA mitocondriale 

si accumulano durante l'intera vita 

degli organismi 

Alcune mutazioni nei genomi mitocondriali 
causano malattie 


Il diabete può essere causato da difetti 
dei mitocondri delle cellule pancreatiche B 


FOTOSINTESI: LA CATTURA 
DELL'ENERGIA LUMINOSA 
Caratteristiche generali 

della fotofosforilazione 

La fotosintesi delle piante avviene nei cloroplasti 
La luce produce un flusso di elettroni 

nei cloroplasti 

L'assorbimento della luce 

Le clorofille assorbono l'energia della luce 
per la fotosintesi 

Pigmenti accessori allargano lo spettro 

di assorbimento della luce 


La clorofilla incanala l'energia assorbita verso 

i centri di reazione tramite il trasferimento 

di eccitoni 

L'evento fotochimico centrale: il flusso 
di elettroni indotto dalla luce 


batteri hanno solo uno dei due distinti centri 
di reazione fotochimica 


Fattori cinetici e termodinamici evitano 
a dissipazione dell'energia per conversione 
interna 


elle piante due centri di reazione agiscono 
in sequenza 


Le clorofille antenna sono strettamente integrate 
con i trasportatori di elettroni 


I complesso del citocromo bgfunisce 
i fotosistemi Il e | 


I flusso ciclico degli elettroni tra PSI e complesso 
del citocromo bgfaumenta la produzione di ATP 
rispetto a quella del NADPH 


Le transizioni di stato cambiano la distribuzione 
dell'LHCII tra i due fotosistemi 


L'acqua viene scissa dal complesso che libera 
ossigeno 

Sintesi di ATP accoppiata 

alla fotofosforilazione 

Il flusso degli elettroni e la fosforilazione 
sono accoppiati da un gradiente protonico 
È stata determinata una stechiometria 
approssimativa della fotofosforilazione 


LATP sintasi nei cloroplasti è simile a quella 
nei mitocondri 


19.10 Evoluzione della fotosintesi 


ossigenica 


| cloroplasti si sono evoluti da antichi batteri 
fotosintetici 


Nel batterio alofilo Halobacterium una singola 
proteina assorbe la luce e pompa i protoni 
per produrre ATP 
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CAPITOLO 20 


Biosintesi dei carboidrati nelle piante 
e nei batteri 


20.1 Sintesi fotosintetica dei carboidrati 


plastidi sono organelli presenti unicamente 
nelle cellule delle piante e delle alghe 


L'organicazione dell'anidride carbonica avviene 
in tre fasi 


La sintesi di ogni triosio fosfato dalla CO, richiede 
sei NADPH e nove ATP 


Un sistema di trasporto esporta i triosi fosfato 
dai cloroplasti e importa fosfato 


Quattro enzimi del ciclo di Calvin sono 
indirettamente attivati dalla luce 
202 La fotorespirazione e le vie Ca e CAM 


La fotorespirazione dipende dall'attività 
ossigenasica della rubisco 


| recupero del fosfoglicolato è costoso 


elle piante Cu la fissazione della CO; 
e l'attività della rubisco sono fisicamente 
separate 


BOX 20.1 L’ingegnerizzazione genetica degli organismi 
fotosintetici aumenterà la loro efficienza? 

elle piante CAM la cattura di CO; e l'azione 

della rubisco sono separate nel tempo 


203 Biosintesi dell’amido e del saccarosio 


L'ADP-glucosio è il substrato per la sintesi 
dell'amido nelle piante e per la sintesi 
del glicogeno nei batteri 


L'UDP-glucosio è il substrato per la sintesi 
del saccarosio nel citosol delle cellule vegetali 


La conversione dei triosi fosfato in saccarosio 
e amido è strettamente regolata 

204 Sintesi dei polisaccaridi della parete 
cellulare: cellulosa delle piante 
e peptidoglicani dei batteri 
La cellulosa viene sintetizzata da strutture 
sopramolecolari nella membrana plasmatica 


Gli oligosaccaridi legati ai lipidi sono precursori 
per la sintesi della parete cellulare batterica 


205 Integrazione del metabolismo 
dei carboidrati nelle cellule vegetali 


Nei semi in germinazione la gluconeogenesi 
converte grassi e proteine in glucosio 


Intermedi comuni collegano le vie metaboliche 
nei diversi organelli 


Termini chiave 
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CAPITOLO 21 


Biosintesi dei lipidi 


211 Biosintesi degli acidi grassi 
e degli eicosanoidi 
Il malonil-CoA si forma dall'acetil-CoA 
e dal bicarbonato 


Gli acidi grassi vengono sintetizzati mediante 
una sequenza di reazioni ripetute 


851 


851 


851 
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L'acido grasso sintasi dei mammiferi ha molteplici 


siti attivi 852 
L'acido grasso sintasi lega gruppi acetilici 
e malonilici 854 


Le reazioni dell'acido grasso sintasi si ripetono 
fino alla formazione del palmitato 856 


n molti organismi la sintesi degli acidi grassi 
avviene nel citosol, mentre nelle piante avviene 


nei cloroplasti 857 

L'acetato viene trasportato fuori dai mitocondri 

sotto forma di citrato 858 

La biosintesi degli acidi grassi è strettamente 

regolata 859 

Gli acidi grassi saturi a catena lunga sono 

sintetizzati dal palmitato 860 

La desaturazione degli acidi grassi richiede 

una ossidasi a funzione mista 861 
BOX 21.1 MEDICINA Ossidasi a funzione mista, gli enzimi 

citocromo P-450 e le overdosi da farmaci 861 

Gli eicosanoidi si formano da acidi grassi 

poliinsaturi a venti atomi di carbonio 863 
11.2 Biosintesi dei triacilgliceroli 866 


triacilgliceroli e i glicerofosfolipidi sono 

sintetizzati a partire da precursori comuni 866 
egli animali la biosintesi dei triacilgliceroli 

è regolata dagli ormoni 866 


| tessuto adiposo genera il glicerolo 3-fosfato 
mediante la gliceroneogenesi 868 


tiazolidinedioni sono farmaci efficaci 
contro il diabete di tipo 2 perché aumentano 
a gliceroneogenesi 869 


213 Biosintesi dei fosfolipidi dimembrana 870 


Le cellule utilizzano due strategie per legare 


e teste polari ai fosfolipidi 870 
La sintesi dei fosfolipidi in £. coli utilizza 

il CDP-diacilglicerolo 871 
Gli eucarioti sintetizzano fosfolipidi anionici 

dal CDP-diacilglicerolo 873 


egli eucarioti le vie di sintesi della fosfatidilserina, 

della fosfatidiletanolammina e della fosfatidilcolina 

sono collegate 873 
La sintesi dei plasmalogeni richiede la formazione 

di legami etere con alcoli a catena lunga 874 
Le vie di sintesi degli sfingolipidi 

e dei glicerofosfolipidi hanno precursori 

e alcuni meccanismi in comune 875 


lipidi polari vengono trasferiti a specifiche 
membrane cellulari 875 


214 Colesterolo, steroidi e isoprenoidi: 


biosintesi, regolazione e trasporto 877 
Il colesterolo è sintetizzato a partire 

dall'acetil-CoA in quattro tappe 878 
Il colesterolo ha diversi destini metabolici 882 


Il colesterolo e altri lipidi vengono trasportati 
dalle lipoproteine plasmatiche 882 


BOX 21.2 MEDICINA Dagli alleli dell’apolipoproteina E 


si può prevedere l'incidenza del morbo di Alzheimer 884 


Gli esteri del colesterolo entrano nella cellula 
per endocitosi mediata da un recettore 885 


L'HDL effettua il trasporto inverso del colesterolo 887 


La sintesi e il trasporto del colesterolo sono 
regolati a diversi livelli 887 
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Alterazioni nella regolazione del metabolismo 
del colesterolo possono generare patologie 
cardiovascolari 


BOX 21.3 MEDICINA L'ipotesi dei lipidi e lo sviluppo 


delle statine 


Il trasporto inverso del colesterolo operato 
dalle HDL contrasta la formazione delle placche 
e l'insorgenza dell'aterosclerosi 


Gli ormoni steroidei si formano per rottura 
della catena laterale e ossidazione del colesterolo 


Gli intermedi della sintesi del colesterolo possono 
avere molti destini metabolici alternativi 
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CAPITOLO 22 
Biosintesi degli amminoacidi, dei nucleotidi 
e delle molecole correlate 


221 Uno sguardo al metabolismo dell'azoto 


Il ciclo dell'azoto crea una quantità di azoto 
disponibile per i processi biologici 


BOX 22.1 Gli insoliti stili di vita di organismi poco noti 


22.2 


22.3 


ma molto diffusi 


L'azoto viene fissato dagli enzimi del complesso 
della nitrogenasi 


L'ammoniaca viene incorporata nelle biomolecole 
ramite il glutammato e la glutammina 


La glutammina sintetasi è il principale sito 
di regolazione del metabolismo dell'azoto 


Diverse classi di reazioni hanno funzioni speciali 
nella biosintesi degli amminoacidi e dei nucleotidi 
Biosintesi degli amminoacidi 


L'a-chetoglutarato è il precursore del glutammato, 
della glutammina, della prolina e dell'arginina 


La serina, la glicina e la cisteina derivano dal 
3-fosfoglicerato 


Tre amminoacidi non essenziali e sei amminoacidi 
essenziali vengono sintetizzati a partire 
dall'ossalacetato e dal piruvato 


| corismato è un intermedio chiave nella sintesi 
del triptofano, della fenilalanina e della tirosina 


La biosintesi dell'istidina utilizza precursori della 
biosintesi della purina 


La biosintesi degli amminoacidi è regolata 
allostericamente 


Molecole derivate dagli amminoacidi 
La glicina è il precursore delle porfirine 


L'eme è l'origine dei pigmenti biliari 


BOX 22.2 MEDICINA Re e vampiri 


Gli amminoacidi sono i precursori della creatina 
e del glutatione 


| p-amminoacidi si trovano soprattutto nei batteri 


Gli amminoacidi aromatici sono precursori 
di molte sostanze prodotte dalle piante 


Le ammine biologiche sono prodotti della 
decarbossilazione ossidativa degli amminoacidi 


L'arginina è il precursore della sintesi biologica 
dell'ossido di azoto 
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CAPITOLO 23 
Regolazione ormonale e integrazione 
del metabolismo nei Mammiferi 


23.1 


Gli ormoni: strutture diverse 

per funzioni diverse 

La scoperta e la purificazione di un ormone 
richiedono la messa a punto di un dosaggio 
biologico 


BOX 23.1 MEDICINA Come si può scoprire un ormone? 


23.2 


La difficile via di purificazione dell’insulina 


Gli ormoni agiscono attraverso specifici recettori 
cellulari ad alta affinità 


Gli ormoni sono chimicamente diversi 
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23.3 


diagnostici e amici dei culturisti 


| cervello utilizza energia per trasmettere 
impulsi elettrici 


| sangue trasporta ossigeno, metaboliti e ormoni 
Regolazione ormonale 

del metabolismo energetico 

L'insulina segnala alti livelli di glucosio nel sangue 


Le cellule B del pancreas secernono insulina 
in risposta a un aumento della concentrazione 
di glucosio nel sangue 
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| glucagone risponde a bassi livelli di glucosio 
nel sangue 


Durante il digiuno il metabolismo si modifica 
per rifornire il cervello di sostanze nutrienti 


L'adrenalina segnala un'attività imminente 


| cortisolo segnala condizioni di stress, compresa 
una bassa concentrazione di glucosio 


| diabete mellito è provocato da un difetto nella 
produzione di insulina o nella sua azione 


234 Obesità e regolazione della massa 
corporea 

| tessuto adiposo svolge importanti funzioni 

endocrine 


La leptina stimola la produzione dell'ormone 
peptidico anoressigenico 


La leptina innesca una cascata di segnali 
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| sistema della leptina potrebbe essersi evoluto 
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di conservazione dell'energia 
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con il rifornimento di sostanze nutrienti 
e di energia 
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e diabete di tipo 2 


el diabete di tipo 2 i tessuti diventano insensibili 
all'insulina 


| diabete di tipo 2 viene trattato con la dieta, con 
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CAPITOLO 24 


Geni e cromosomi 


241 Elementi cromosomici 


geni sono segmenti di DNA che codificano 
catene polipeptidiche e RNA 


Le molecole di DNA sono molto più lunghe 
degli involucri che le contengono 


geni e i cromosomi degli eucarioti sono molto 
complessi 
242 Superavvolgimento del DNA 


La maggior parte del DNA cellulare 
è parzialmente disavvolto 
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Il DNA disavvolto è definito topologicamente 
dal numero di legame 


Le topoisomerasi catalizzano le variazioni 
del numero di legame del DNA 


BOX 24.1 MEDICINA Alcune malattie vengono curate 
inibendo le topoisomerasi 


La compattezza del DNA richiede una speciale 
forma di superavvolgimento 


243 Struttura dei cromosomi 
La cromatina è costituita da DNA e proteine 
Gli istoni sono piccole proteine basiche 


nucleosomi sono le unità organizzative 
fondamentali della cromatina 
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di ordine via via superiore 


BOX 24.2 MEDICINA Epigenetica, struttura 
dei nucleosomi e varianti istoniche 


Le strutture condensate dei cromosomi sono 
mantenute dalle proteine SMC 


Anche il DNA batterico è altamente organizzato 
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CAPITOLO 25 


Metabolismo del DNA 


251 Replicazione del DNA 


La replicazione del DNA è governata 
da un insieme di regole fondamentali 


| DNA è degradato dalle nucleasi 
| DNA viene sintetizzato dalle DNA polimerasi 
| processo di replicazione è molto accurato 

E. coli possiede almeno cinque DNA polimerasi 


La replicazione del DNA richiede numerosi 
enzimi e fattori proteici 


La replicazione del cromosoma di £. coli procede 
in fasi successive 


La replicazione nelle cellule eucariotiche 
è simile ma più complessa 


Le DNA polimerasi virali fungono da bersagli 
per la terapia antivirale 


25.2 Riparazione del DNA 


Le mutazioni sono correlate al cancro 


Tutte le cellule possiedono sistemi multipli 
di riparazione del DNA 


L'interazione di una forcella di replicazione 
con DNA danneggiato può portare alla sintesi 
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253 Ricombinazione del DNA 


La ricombinazione omologa dei batteri 
ha la funzione di riparare il DNA 


La ricombinazione omologa degli eucarioti 
è necessaria per la corretta segregazione 
cromosomica durante la meiosi 


La ricombinazione durante la meiosi inizia 
con la rottura della doppia elica 
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segregazione cromosomica 
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La ricombinazione sito-specifica determina 
riarrangiamenti del DNA in punti precisi 


Gli elementi genetici trasponibili si spostano 
da una posizione all'altra 


I geni delle immunoglobuline si assemblano 
per ricombinazione 
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Metabolismo dell'RNA 
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della sintesi dell'RNA 
Le cellule eucariotiche hanno nel nucleo tre tipi 
di RNA polimerasi 


L'RNA polimerasi Il richiede molti altri fattori 
proteici per la sua attività 


L'RNA polimerasi DNA-dipendente può essere 
selettivamente inibita 
26.2 Maturazione dell'RNA 
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“incappucciati” all'estremità 5 
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da DNA a RNA 


L'RNA catalizza la rimozione (splicing) 
degli introni 


Gli mRNA degli eucarioti hanno strutture 
particolari all'estremità 3' 
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a seguito di modificazioni differenti dell'RNA 
Anche gli RNA ribosomiali e i tRNA subiscono 
modificazioni post-trascrizionali 

Gli RNA con funzioni speciali vanno incontro 
a diversi tipi di modificazioni 
Gli RNA con proprietà enzimatiche catalizzano 
alcune reazioni del metabolismo dell'RNA 


Gli mRNA cellulari vengono degradati 
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263 Sintesi dell'RNA e del DNA dipendente 


dall’RNA 


La trascrittasi inversa produce DNA a partire 
da RNA virale 


Alcuni retrovirus causano il cancro e l'AIDS 


olti trasposoni, retrovirus e introni potrebbero 
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‘evoluzione 


BOX 26.2 MEDICINA La lotta contro l'AIDS con 
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Alcuni RNA virali vengono replicati 
da RNA polimerasi dipendenti dall'RNA 
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Metabolismo delle proteine 


271 Il codice genetico 
Il codice genetico è stato decifrato utilizzando 
stampi di mRNA artificiali 


BOX 27.1 Le eccezioni che confermano la regola: 
le variazioni naturali del codice genetico 
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L’oscillazione” permette ad alcuni tRNA 
di riconoscere più di un codone 


I codice genetico è resistente alle mutazioni 


Lo slittamento del quadro di lettura e l'editing 
dell'RNA influenzano la lettura del codice 


27.2 La sintesi proteica 
La sintesi proteica avviene in cinque fasi 


| ribosoma è una complessa macchina 
sopramolecolare 


BOX 27.2 Da un mondo a RNA a un mondo a proteine 


Gli RNA transfer hanno caratteristiche strutturali 
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Fase 5: le catene polipeptidiche neosintetizzate 
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273 Trasporto alla destinazione finale 
(targeting) e degradazione 
delle proteine 
Le modificazioni post-traduzionali di molte 


proteine eucariotiche cominciano nel reticolo 
endoplasmatico 
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nel trasporto alla destinazione finale delle proteine 
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L'RNA polimerasi si lega al DNA 
in corrispondenza dei promotori 
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che si legano ai promotori o vicino ai promotori 


olti geni batterici sono raggruppati e regolati 
inoperoni 


L'operone lac è soggetto a regolazione negativa 


Le proteine regolatrici hanno domini distinti 
che legano il DNA 


Le proteine regolatrici hanno anche domini 

di interazione proteina-proteina 
Regolazione dell'espressione genica 
nei batteri 

L'operone lac è soggetto a regolazione positiva 
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283 Regolazione dell'espressione genica 


negli eucarioti 
La cromatina trascrizionalmente attiva 


La maggior parte dei promotori eucariotici 
è regolata positivamente 


G 
facilitano l'organizzazione dei fattori genera 
di trascrizione 


el lievito i geni del metabolismo del galattosio 
sono soggetti a regolazione positiva e negativa 


Gli attivatori della trascrizione hanno strutture 
modulari 


L'espressione dei geni eucariotici può essere 
regolata da segnali intercellulari e intracellulari 


La regolazione può essere il risultato 


olti mRNA eucariotici sono so 
a repressione della traduzione 


oposti 


| silenziamento genico post-trascrizionale 
è mediato dall'interferenza da RNA 


egli eucarioti la regolazione dell'espressione 
genica mediata dall'RNA avviene in molteplici 
forme 


Lo sviluppo è controllato da una cascata 
di proteine regolatrici 


Le cellule staminali hanno potenzialità 
di sviluppo che possono essere controllate 
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Termini chiave 
Ulteriori letture 


Problemi 


Appendice 
Crediti 
Indice analitico 


è strutturalmente diversa dalla cromatina inattiva 


i attivatori e i coattivatori che si legano al DNA 


della fosforilazione di fattori nucleari trascrizionali 


198 


199 


200 


201 


204 


205 


206 


207 


208 


208 


209 


210 


215 
218 
1219 
1220 
1220 


1223 
1229 
1241 


FONDAMENTI 


DI BIOCHIMICA... 


1.1 Fondamentidibiologia cellulare 
1.2 Fondamentidichimica 


1.3 Fondamentidifisica 


1.4 Fondamentidigenetica 


irca quattordici miliardi di anni fa l'universo ebbe 

origine con un’emissione inimmaginabile di calo- 

re e di particelle subatomiche ricche di energia. 
In pochi secondi si formarono gli elementi più semplici 
(idrogeno ed elio). Man mano che l’universo si espande- 
va e si raffreddava i materiali si condensarono per la for- 
za di gravità, generando le stelle. Alcune di queste diven- 
tarono enormi ed esplosero come supernove, rilasciando 
l'energia necessaria a condensare i nuclei degli elemen- 
ti semplici in elementi complessi. Gli atomi e le moleco- 
le formarono masse turbinose di particelle di polvere e il 
loro accumulo portò, alla fine, alla formazione delle roc- 
ce, degli asteroidi e dei pianeti. In miliardi di anni si for- 
marono la Terra e gli elementi chimici attualmente pre- 
senti. Circa quattro miliardi di anni fa comparve la vita: 
piccoli microrganismi con la capacità di estrarre energia 
dai composti organici o dalla luce solare; questa energia 
fu poi usata per produrre una serie di biomolecole più 
complesse a partire dagli elementi semplici e dai compo- 
sti presenti sulla superficie terrestre. Tutti gli organismi 
viventi, compresi gli esseri umani, derivano quindi da 
quella polvere di stelle. 

La biochimica cerca di spiegare come le ecceziona- 
li caratteristiche degli organismi viventi derivino da mi- 
gliaia di differenti biomolecole. Queste molecole, isolate 
ed esaminate singolarmente, seguono tutte le leggi fisi- 
che e chimiche che regolano il comportamento della ma- 
teria inanimata; ciò vale per tutti i processi che avven- 
gono negli organismi viventi. Lo studio della biochimi- 
ca mostra come tutte le molecole, di per sé prive di vita, 
che costituiscono gli organismi viventi, interagiscano tra 
loro per mantenere e perpetuare la vita utilizzando sol- 
tanto quelle leggi fisiche e chimiche che governano l’u- 
niverso non vivente. 

Gli organismi viventi possiedono però caratteristiche 
straordinarie, cioè proprietà che li distinguono da altri ti- 
pi di materia. Quali sono queste caratteristiche che distin- 
guono gli organismi viventi? 


Un alto grado di complessità chimica e di organizza- 
zione a livello microscopico. Migliaia di molecole di- 
verse formano l’intricata struttura interna delle cellule 
(Figura 1.1a). Si tratta di lunghi polimeri, ciascuno con 
una caratteristica sequenza di subunità, una specifica 
struttura tridimensionale, e una spiccata capacità di sele- 
zionare le altre molecole con cui interagisce nella cellula. 


Sistemi capaci di estrarre, trasformare e utilizzare 
l’energia dall'ambiente (Figura 1.1b), che consento- 
no agli organismi viventi di costruire e mantenere le 
loro complesse strutture, e di svolgere un lavoro mec- 
canico, chimico, osmotico ed elettrico. Ciò rappresen- 


Figura 1.1 Alcune caratteristiche della materia vivente. (a) La 


complessità microscopica e quella organizzativa sono evidenti in 
questa sezione colorata di una cellula secretoria del pancreas, vista al 
microscopio elettronico. (b) Un falco delle praterie si procura i nutrienti 
e l'energia mangiando un uccello più piccolo. (c) La riproduzione 
biologica avviene con fedeltà pressoché perfetta. 


CAPITOLO 1 
2 Fondamenti di biochimica 


ta il contrario di quanto accade per la materia non vi- 
vente, che tende invece a decadere in uno stato disor- 
dinato, per raggiungere una condizione di equilibrio 
con l’ambiente circostante. 


Funzioni specifiche di ogni componente cellulare 
e loro interazioni controllate. Questo riguarda non 
solo le strutture macroscopiche, come le foglie e gli 
steli, o il cuore e i polmoni, ma anche le strutture mi- 
croscopiche intracellulari e i singoli composti chimici. 
interazione tra i componenti chimici degli organismi 
viventi ha un carattere dinamico. Variazioni dei livelli 
di un componente provocano la modificazione coordi- 
nata 0 compensatoria nella quantità di altri, dando vita 
a un insieme che mostra caratteri che non rispecchia- 
no quelli dei singoli componenti. Tutto l'insieme delle 
molecole segue un programma finalizzato a riprodurre 
il programma stesso e ad autoperpetuare quello speci- 
fico insieme di molecole, cioè la vita. 


Meccanismi per percepire e rispondere ad alte- 
razioni nell'ambiente circostante. Gli organismi si 
adattano continuamente alle variazioni ambientali 
cambiando la chimica delle loro cellule o la propria 
posizione nell'ambiente circostante. 


Capacità di autoriprodursi e di autorganizzarsi. 
(Figura 1.1c). Una singola cellula batterica, posta in 
un mezzo nutriente sterile, può dare origine a circa 
un miliardo di cellule “figlie” identiche nel giro di 24 
ore. Ogni cellula contiene migliaia di molecole, alcu- 
ne estremamente complesse; eppure ogni nuovo bat- 
terio è una copia fedele dell’originale, costruita intera- 
mente sulla base dell’informazione contenuta nel ma- 
teriale genetico della cellula originale. Su larga scala, 
la progenie di un vertebrato ha una somiglianza sba- 
lorditiva con i propri genitori anche per l’eredità dei 
geni parentali. 


Capacità di cambiare nel tempo attraverso un’evo- 
luzione graduale. Gli organismi viventi sono in gra- 
do di cambiare lentamente le strategie vitali ereditate 
al fine di sopravvivere al mutare delle condizioni am- 
bientali. Il risultato di eoni di evoluzione è un numero 
enorme di forme di vita diverse (Figura 1.2), che con- 
dividono un antenato comune. Esiste dunque anche 
una fondamentale unitarietà tra gli organismi viventi 
a livello molecolare, riflessa nella somiglianza struttu- 
rale dei geni e delle proteine. 


Nonostante queste proprietà comuni e la fondamentale 
unitarietà della vita che esse sottendono, è difficile fare ge- 
neralizzazioni sui sistemi viventi. La biodiversità nel nostro 
pianeta è enorme. Al gran numero di habitat, dalle sorgenti 
calde alla tundra artica, dall’intestino degli animali ai luoghi 
affollati, corrisponde un numero altrettanto elevato di adat- 
tamenti biochimici, che si realizzano per mezzo di strategie 
chimiche comuni. Per motivi di chiarezza, in questo libro a 
volte proporremo alcune generalizzazioni che, anche se non 
completamente accettabili, possono risultare utili. Talora 
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Figura 1.2 Organismi viventi diversi presentano proprietà 
chimiche comuni. Gli uccelli, gli animali in genere, le piante, i 
microrganismi del suolo e l'uomo hanno lo stesso tipo di unità 
strutturali di base (le cellule), gli stessi tipi di macromolecole (DNA, 
RNA, proteine) costituite dagli stessi tipi di subunità monomeriche 
(nucleotidi, amminoacidi). Tutti questi organismi utilizzano le stesse 
vie di sintesi dei componenti cellulari, condividono lo stesso codice 
genetico e discendono dagli stessi progenitori ancestrali. [// giardino 
dell'Eden (particolare) di Jan van Kessel il Giovane (1626-1679).] 


metteremo in risalto quelle eccezioni alle generalizzazio- 
ni che possono meglio illustrare il percorso dell'evoluzione. 

La biochimica descrive in termini molecolari le strut- 
ture, i meccanismi, e i processi chimici comuni a tutti 
gli organismi, insieme a una serie di principi organizza- 
tivi, validi per tutte le forme di vita, che vanno sotto il 
nome di logica molecolare della vita. Anche se la biochi- 
mica è in grado di offrire importanti prospettive e appli- 
cazioni pratiche nel campo della medicina, dell’agricol- 
tura, della nutrizione e anche dell’industria, il suo fine 
ultimo rimane quello di scoprire le leggi che regolano la 
materia vivente. 

In questo capitolo introduttivo daremo uno sguardo 
d’insieme ai concetti biologici, cellulari, fisici, chimici e 
genetici di base, propedeutici allo studio della biochimi- 
ca, nonché ai principi di biologia evolutiva, cioè al modo 
in cui la vita è nata e si è evoluta nella grande diversità di 
organismi attualmente viventi. Man mano che si procede 
nella lettura del libro forse sarà utile tornare ogni tanto a 
questo capitolo, per rinfrescare la memoria su questi ar- 
gomenti di base. 


Fondamenti di biologia cellulare 


uniformità e l’eterogeneità degli organismi viventi risul- 
tano evidenti anche a livello cellulare. Gli organismi più 
piccoli consistono di una singola cellula e non sono visibi- 
li a occhio nudo. Gli organismi più grandi sono costituiti 
da più tipi di cellule, diverse per dimensioni, forme e fun- 
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zioni svolte. Ma, anche se così diverse, tutte le cellule, da 
quelle degli organismi più semplici a quelle degli organi- 
smi più complessi, hanno in comune alcune proprietà fon- 
damentali, che possono essere apprezzate soprattutto a li- 
vello biochimico. 


e Lecellule sonole unità strutturali e funzionali di tutti 

gli organismi viventi 
Tutti i tipi di cellule hanno alcune caratteristiche struttu- 
rali comuni (Figura 1.3). La membrana plasmatica de- 
finisce i contorni della cellula e separa il contenuto della 
cellula dal mezzo esterno. Essa è composta da molecole li- 
pidiche e proteiche, che formano intorno alla cellula una 
barriera sottile, resistente, flessibile e idrofobica. La mem- 
brana impedisce il passaggio degli ioni inorganici e della 
maggior parte delle molecole cariche o polari. Le protei- 
ne di trasporto della membrana plasmatica permettono 
il passaggio di alcuni ioni e di alcune molecole. I recetto- 
ri di natura proteica trasmettono i segnali all’interno del- 
la cellula e gli enzimi di membrana fanno parte di alcune 
vie metaboliche. Poiché le singole proteine e i singoli lipi- 
di della membrana plasmatica non sono legati covalente- 
mente tra loro, l’intera struttura è notevolmente flessibile, 
e permette variazioni della forma e delle dimensioni della 
cellula. Man mano che la cellula cresce, le molecole lipi- 
diche e le proteine neosintetizzate vengono inserite nella 
membrana plasmatica. La divisione cellulare produce due 
cellule, ognuna con la sua membrana cellulare. La cresci- 
ta e la divisione cellulare (fissione) avvengono senza che 
venga persa l’integrità della membrana. 

Il contenuto cellulare interno, racchiuso dalla mem- 
brana plasmatica, il citoplasma (Figura 1.3), è composto 
da una soluzione acquosa, il citosol, e da varie particelle 
in sospensione, che svolgono funzioni diverse e specifiche. 
Questi componenti particolati (organelli membranosi co- 
me i mitocondri e i cloroplasti; strutture sovramolecolari 
come i ribosomi, sede della sintesi proteica, e i protea- 
somi, sede di degradazione delle proteine non più richie- 
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Figura 1.3 Le caratteristiche universali delle cellule viventi. 
Tutte le cellule possiedono un nucleo o un nucleoide contenente il 
loro DNA, una membrana plasmatica e un citoplasma. Il citosol è la 
porzione del citoplasma che resta nel sopranatante dopo una blanda 
rottura della membrana plasmatica seguita da centrifugazione 
dell'estratto cellulare a 150 000 g per un'ora. Le cellule eucariotiche 
contengono diversi organelli circondati damembrana (mitocondri, 
cloroplasti) e particelle molto grandi (per esempio i ribosomi), che 
sedimentano con la centrifugazione e che quindi possono essere 
recuperati facilmente nel sedimento. 
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ste dalla cellula) sedimentano quando il citoplasma viene 
centrifugato a 150 000 g (dove g è la forza gravitazionale 
della Terra). Ciò che rimane come sopranatante dopo la 
sedimentazione delle particelle è il citosol, una soluzione 
molto concentrata contenente gli enzimi e le molecole di 
RNA che li codificano; sono presenti anche i componenti 
(amminoacidi e nucleotidi) con cui queste molecole ven- 
gono sintetizzate, centinaia di altre piccole molecole orga- 
niche dette metaboliti, intermedi delle vie biosintetiche e 
degradative, alcuni coenzimi, composti essenziali per mol- 
te reazioni catalizzate da enzimi, e molti ioni inorganici. 

Tutte le cellule possiedono, almeno per una parte del 
loro ciclo vitale, un nucleoide o nucleo, in cui viene re- 
plicato e conservato il genoma completo (il corredo dei 
geni, costituiti da DNA) insieme a tutte le proteine asso- 
ciate. Il nucleoide dei batteri e degli archea non è separato 
dal citoplasma da una membrana, mentre il nucleo degli 
eucarioti è racchiuso da una doppia membrana, l’involu- 
cro nucleare. Le cellule con l’involucro nucleare formano 
l'ampio gruppo degli eucarioti (dal greco eu, “vero”, e ka- 
ryon, “nucleo”). I microrganismi sprovvisti di nucleo, un 
tempo raggruppati come procarioti (dal greco pro, “pri- 
ma”), vengono oggi suddivisi in due gruppi distinti: i bat- 
teri e gli archea, che verranno descritti in seguito. 


e Ledimensioni cellulari sono limitate dalla diffusione 

La maggior parte delle cellule è microscopica, invisibile a 
occhio nudo. Le cellule animali e vegetali hanno di nor- 
ma un diametro compreso tra 5 e 100 um e molti batteri 
sono lunghi solo 1 0 2 pm. Che cosa limita le dimensio- 
ni di una cellula? Il limite inferiore è probabilmente do- 
vuto al numero minimo di ciascun tipo di biomolecola 
necessaria alla cellula. Le cellule più piccole, dei batte- 
ri noti come micoplasmi, sono caratterizzate da un dia- 
metro di 300 nm e da un volume di circa 107! mL. Un 
singolo ribosoma batterico è lungo circa 20 nm e quindi 
pochi ribosomi occupano un’ampia frazione del volume 
del micoplasma. 

Il limite superiore della dimensione della cellula è pro- 
babilmente legato alla velocità di diffusione delle moleco- 
le di soluto nei sistemi acquosi. Per esempio, una cellula 
batterica, che ricava energia da reazioni che consumano 
ossigeno, deve ottenere l’ossigeno molecolare per diffu- 
sione dal mezzo circostante attraverso la membrana pla- 
smatica. Poiché la cellula è piccola e il rapporto tra la sua 
area superficiale e il suo volume è grande, ogni parte del 
citoplasma è facilmente raggiungibile dall’O, che diffonde 
dall’esterno all’interno della cellula stessa. All’aumenta- 
re della dimensione di una cellula il rapporto superficie- 
volume diminuisce, fino a che il metabolismo non consu- 
ma O; più velocemente di quanto la diffusione lo possa 
rifornire. Il metabolismo che richiede ossigeno diventa 
quindi impossibile quando la cellula si ingrandisce oltre 
una certa misura, ponendo in tal modo un limite teorico 
alla dimensione della cellula. ossigeno è solamente una 
delle molte specie a basso peso molecolare che possono 
diffondere dall’esterno della cellula fino a raggiungere di- 
verse regioni al suo interno e quindi il controllo esercita- 
to dal rapporto superficie-volume si applica anche a mol- 
te altre molecole. 


CAPITOLO 1 
4. Fondamentidi biochimica 


e  Gliorganismi viventi possono essere raggruppati 

in tre distinti domini 
Tutti gli organismi viventi possono essere suddivisi in tre 
grandi gruppi (domini), che corrispondono a tre rami 
dell'albero evolutivo della vita che originano tutte da un 
progenitore comune (Figura 1.4). Due di questi gruppi so- 
no costituiti da organismi unicellulari, distinguibili sulla 
base delle loro caratteristiche biochimiche e genetiche: i 
batteri e gli archea (archeobatteri). I batteri vivono nel 
terreno, sulla superficie dell’acqua e nei tessuti di altri or- 
ganismi viventi o in decomposizione. Molti archea, ricono- 
sciuti come un dominio a sé da Carl Woese negli anni ’80, 
vivono in condizioni estreme, per esempio in acque salate, 
sorgenti calde, paludi molto acide e nelle profondità degli 
oceani. Le conoscenze attuali suggeriscono che gli archea 
e i batteri si siano separati abbastanza presto nel processo 
evolutivo. Tutti gli organismi eucariotici raggruppati nel 
terzo dominio si sono evoluti dallo stesso ramo da cui de- 
rivano gli archea. Quindi gli eucarioti sono evolutivamen- 
te più vicini agli archea che ai batteri. 

All’interno dei domini degli archea e dei batteri vi so- 
no dei sottogruppi distinguibili sulla base dei loro habitat. 
Negli habitat aerobici, caratterizzati dall’abbondante di- 
sponibilità di ossigeno, alcuni organismi ottengono l’ener- 
gia dal trasferimento degli elettroni dalle molecole com- 
bustibili all’ossigeno all’interno della cellula. Altri habitat 
sono invece anaerobici, cioè praticamente privi di ossi- 
geno, e i microrganismi che vi si sono adattati ottengono 
energia dal trasferimento degli elettroni al nitrato (con for- 
mazione di N;), al solfato (formando HS), o alla CO; (for- 
mando CHy). Alcuni di questi organismi che si sono evo- 
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luti in un ambiente anaerobico sono anaerobi obbligatori: 
essi muoiono al contatto con l'ossigeno. Altri sono invece 
anaerobi facoltativi, capaci di vivere sia in presenza che in 
assenza di ossigeno. 


e Gliorganismisi differenziano in base alle fonti di energia 
e ai precursori biosintetici 

Si possono classificare gli organismi anche in base all’e- 
nergia e agli atomi di carbonio necessari per sintetizzare 
il materiale cellulare (come riassunto nella Figura 1.5). 
Esistono due vaste categorie basate sulle fonti di ener- 
gia: i fototrofi (dal greco trophé, “nutrimento”) assorbo- 
no e usano la luce solare, e i chemiotrofi traggono la lo- 
ro energia dall’ossidazione dei combustibili chimici. Al- 
cuni chemiotrofi, i litotrofi, ossidano combustibili inor- 
ganici, per esempio l’HS7 in S° (zolfo elementare), l'S° in 
SO;, PNO7 in NO;, e il Fe+ in Fe3+. I fototrofi possono 
essere suddivisi in organismi che ottengono tutto il car- 
bonio di cui hanno bisogno dalla CO; (autotrofi), o che 
richiedono nutrienti organici (eterotrofi). Possiamo co- 
sì descrivere la modalità di nutrizione di un organismo 
dalla combinazione di questi termini. Si possono prende- 
re in considerazione anche distinzioni molto più sottili e, 
in determinate condizioni ambientali o di sviluppo, molti 
organismi possono ottenere energia e atomi di carbonio 
da più di una fonte. 


e  Lecellule deibatteri e degli archea presentano alcune 
caratteristiche comuni e si differenziano per altre 

Il batterio più studiato, Escherichia coli, è un ospite non 

patogeno del tratto intestinale dell’uomo. La cellula di 
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Figura 1.4 Filogenesi dei tre domini degli organismi viventi. 
Le relazioni filogenetiche spesso vengono illustrate sotto forma 
di un “albero filogenetico”, come quello presentato in questa 
figura. La costruzione dell'albero si basa sulle similitudini delle 
sequenze nucleotidiche degli RNA ribosomiali di ciascun gruppo. 
Minore è il numero delle ramificazioni tra due organismi, più 
stretta è la loro relazione evolutiva. Gli alberi filogenetici possono 
anche essere costruiti sulla base delle somiglianze delle sequenze 


amminoacidiche di una data proteina tra le diverse specie. 

Per esempio, mettendo a confronto tra loro le sequenze della 
proteina GroEL (una proteina batterica coinvolta nel processo di 
avvolgimento delle proteine) è stato possibile costruire l'albero 
filogenetico della Figura 3.35. L'albero filogenetico mostrato nella 
Figura 3.36 è un “albero generale”, costruito mettendo a confronto 
alberi filogenetici diversi, per ottenere una relazione evolutiva più 
realistica tra organismi diversi. 
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E. coli (Figura 1.6a) ha una forma ovoidale con una lunghez- 
za di circa 2 wm e un diametro di meno di 1 pm; altri tipi 
di batteri possono essere sferici o con una forma a baston- 
cino. E. coli possiede una membrana esterna protettiva e 
una membrana plasmatica interna che racchiude il citopla- 
sma e il nucleoide. Tra la membrana esterna e la membra- 
na interna c’è uno strato sottile e resistente di un polimero, 
il peptidoglicano, che conferisce alla cellula la sua forma 
e rigidità. La membrana plasmatica e gli strati più esterni 
costituiscono l’involucro cellulare. Le membrane plasma- 
tiche dei batteri sono formate da un sottile doppio strato 
lipidico in cui sono immerse delle proteine. Le membrane 
degli archea hanno strutture simili, ma contengono lipidi 
diversi da quelli dei batteri (vedi la Figura 10.12). I batte- 
ri e gli archea hanno nei loro involucri cellulari delle spe- 
cializzazioni specifiche dei diversi gruppi (Figura 1.6b-d). 
Alcuni batteri, chiamati gram-positivi poiché vengono co- 
lorati dalla soluzione di Gram (introdotta da Hans Peter 
Gram nel 1882), hanno uno spesso strato di peptidoglica- 
ni all’esterno della membrana plasmatica, ma non han- 
no una membrana esterna. I batteri gram-negativi hanno 
una membrana esterna costituita da un doppio strato lipi- 
dico in cui sono inseriti anche lipopolisaccaridi complessi 
e proteine, chiamate porine, che costituiscono dei canali 
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Figura 1.5 Gli organismi possono essere classificati in 
base alla loro fonte di energia (luce solare o composti 
chimici ossidabili) e in base alla fonte di carbonio che 
utilizzano per la sintesi di materiale cellulare. 


transmembrana che permettono ai composti a basso pe- 
so molecolare e agli ioni di diffondere attraverso questa 
membrana esterna. Le strutture all’esterno della mem- 
brana plasmatica degli archea si differenziano a seconda 
dell’organismo, sebbene anch’esse posseggano uno stra- 
to di peptidoglicani o proteine che conferisce rigidità agli 
involucri cellulari. Il citoplasma di E. coli contiene circa 
15 000 ribosomi, diverse copie (da 10 a qualche migliaio) di 
ognuno dei circa 1000 diversi enzimi, circa 1000 composti 
organici di peso molecolare inferiore a 1000 (metaboliti e 
cofattori) e tutta una varietà di ioni inorganici. Il nucleoi- 
de contiene una singola molecola circolare di DNA e il ci- 
toplasma (come nella maggior parte dei batteri) contiene 
uno o più segmenti circolari di DNA di piccole dimensio- 
ni, chiamati plasmidi. In natura, i plasmidi conferiscono 
resistenza alle tossine e agli antibiotici presenti nell’am- 
biente. In laboratorio, questi segmenti di DNA si sono ri- 
velati strumenti particolarmente utili nella manipolazio- 
ne dei geni e nell’ingegneria genetica (vedi il Capitolo 9). 

Le altre specie di batteri, così come gli archea, hanno 
un corredo molto simile di biomolecole, ma ogni specie 
presenta specializzazioni sia fisiche sia metaboliche cor- 
relate alla propria nicchia ambientale e alle proprie fonti 
nutrizionali. I cianobatteri, per esempio, hanno un siste- 
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(a) Ribosomi I ribosomi dei batteri Involucro 
e degli archea sono più piccoli cellulare 
dei ribosomi eucariotici, ma svolgono le cui strutture 
la stessa funzione: la sintesi variano 
delle proteine utilizzando a seconda 
le informazioni presenti nell’RNA del tipo 
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(b) Batteri gram-positivi 
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Figura 1.6 Alcune caratteristiche strutturali comuni delle cellule 
batteriche e degli archea. (a) Questa rappresentazione in scala di 

E. coli serve a illustrare alcune caratteristiche comuni. (b) L'involucro 
cellulare dei batteri gram-positivi è costituito da una membrana 
singola avente uno strato spesso e rigido di peptidoglicani sulla sua 
superficie esterna. Ai peptidoglicani si intercala anche una grande 
varietà di polisaccaridi e di altri polimeri complessi, il tutto circondato 
da uno “strato solido” e poroso, composto da glicoproteine. (c) E. coli 
è un batterio gram-negativo e possiede una membrana doppia. La 
sua membrana esterna ha il lipopolisaccaride (LPS) sulla superficie 
esterna e i fosfolipidi sulla superficie interna. Questa membrana 
esterna presenta numerose proteine canale (porine) che permettono 


ma di membrane interne specializzate per catturare l’ener- 
gia della luce (vedi la Figura 19.67). Molti archea vivono in 
ambienti estremi e hanno sviluppato adattamenti biochi- 
mici utili alla loro sopravvivenza in ambienti caratterizza- 
ti da temperature, pressioni o concentrazioni saline estre- 
me. Le differenze nella struttura dei ribosomi confermano 
che gli archea e i batteri appartengono a domini separa- 
ti. La maggior parte dei batteri (tra cui E. coli) esiste sotto 
forma di cellule isolate, ma che spesso sono associate tra 
loro formando biofilm o tappeti, in cui moltissime cellule 
aderiscono le une alle altre, e a un qualche substrato solido 
sottostante o sulla superficie di una soluzione acquosa. Le 
cellule di alcune specie batteriche (per esempio i mixobat- 
teri) tendono ad associarsi, formando aggregati cellulari in 
risposta a segnali generati da cellule adiacenti. 
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alle piccole molecole, ma non alle proteine, di diffondere attraverso 
la membrana. La membrana interna (membrana plasmatica), formata 
da fosfolipidi e proteine, è impermeabile sia alle grandi sia alle 
piccole molecole. Tra le membrane esterna e interna, nel periplasma, 
vi è uno strato sottile di peptidoglicani che conferisce alla cellula 
forma e rigidità ma che non è in grado di trattenere la colorazione 

di Gram. (d) Le membrane degli archea variano tra loro per struttura 
e composizione, ma tutte sono caratterizzate da una membrana 
singola circondata da uno strato esterno che comprende o una 
struttura simile ai peptidoglicani, o un guscio proteico (strato solido), 
o entrambi. 


e Lecellule eucariotiche possiedono organelli circondati 
da una membrana che possono essere isolati 

Le tipiche cellule eucariotiche sono molto più grandi del- 
le cellule batteriche (Figura 1.7). Il loro diametro è gene- 
ralmente compreso tra i 5 e i 100 yum, e il loro volume è 
da mille fino a un milione di volte più grande di quello 
dei batteri. I caratteri distintivi delle cellule eucariotiche 
sono il nucleo e vari organelli circondati da membrana, 
con funzioni specializzate. Questi organelli comprendono 
i mitocondri, che costituiscono il sito in cui avvengono la 
maggior parte delle reazioni che ricavano energia all’in- 
terno della cellula; il reticolo endoplasmatico e il comples- 
so di Golgi, che svolgono un ruolo centrale nella sintesi e 
nel processo di maturazione dei lipidi e delle proteine di 
membrana; i perossisomi, in cui vengono ossidati gli aci- 
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(a) Cellula animale I ribosomi sono i macchinari 
della sintesi proteica 


I perossisomi ossidano gli acidi grassi 


Il citoscheletro fornisce sostegno alla cellula 
e permette il movimento degli organelli 


Il lisosoma degrada i detriti intracellulari 


Le vescicole di trasporto veicolano 
i lipidi e le proteine tra ER, 
Golgi e membrana plasmatica 


Il complesso di Golgi processa, 
impacchetta e marca le proteine 
per altri organelli o per l’esportazione 


Il reticolo endoplasmatico liscio 
(REL) è il sito di sintesi dei lipidi 
e del metabolismo dei farmaci 


Linvolucro nucleare 
separa la cromatina 
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dell’RNA ribosomiale 

Il reticolo endoplasmatico 
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in comunicazione 
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(b) Cellula vegetale 


di grassi a catena molto lunga e i lisosomi, contenenti en- Figura 1.7 Struttura della cellula eucariotica. 
zimi digestivi necessari per la degradazione delle cellule Illustrazione schematica dei due principali tipi di cellule 
non più necessarie. Oltre a questi organelli, le cellule ve- eucariotiche: (a) una cellula animale e (b) una cellula 
getali contengono anche i vacuoli (al cui interno vengo- vega Rn vegetali Menna HA | 
SER sa un diametro che varia dai 10 ai 100 pm, maggiore di 

no conservate elevate quantità di acidi organici) e i cloro- ap . 
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plasti (in cui la luce del sole viene usata per alimentare le di È 
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mensioni che fungono da deposito di sostanze nutrienti, cellule vegetali e animali, ma molti contengono anche 
come grasso e amido. organelli specializzati, qui non riportati. 
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La biochimica ha compiuto un decisivo passo in avanti 
quando Albert Claude, Christian de Duve e George Pala- 
de svilupparono delle metodiche per separare gli organel- 
li dal citosol, e i diversi tipi di organelli tra loro, aprendo 
così la via allo studio della loro struttura e della loro fun- 
zione. La metodica utilizzata in un tipico frazionamento 
cellulare è mostrata nella Figura 1.8. Le cellule o i tessuti 
vengono immersi in una soluzione e disgregati mediante 
una blanda omogenizzazione. In questo modo si rompono 
le membrane plasmatiche cellulari, mentre la maggior par- 
te degli organelli rimane intatta. Pomogenato viene quin- 
di centrifugato e gli organelli, come i nuclei, i mitocondri 
e i lisosomi, che hanno differenti dimensioni, sedimenta- 
no a velocità diverse. 

Con questi metodi si è potuto stabilire, per esempio, 
che i lisosomi contengono enzimi degradativi, i mitocon- 
dri enzimi ossidativi e i cloroplasti pigmenti fotosintetici. 
Spesso l'isolamento di un tipo di organello che contiene un 
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certo enzima costituisce la prima tappa per la purificazio- 
ne di questa proteina. 


e  Ilcitoplasma viene organizzato dal citoscheletro 

ed è molto dinamico 
La microscopia a fluorescenza ha messo in evidenza di- 
versi tipi di filamenti proteici che attraversano la cellu- 
la eucariotica, formando una rete tridimensionale di in- 
terconnessioni chiamata citoscheletro. Esistono tre tipi 
principali di filamenti citoplasmatici: i filamenti di acti- 
na, i microtubuli e i filamenti intermedi (Figura 1.9). Essi 
differiscono per spessore (da 6 a 22 nm), composizione e 
funzione specifica. Tutti e tre questi filamenti contribui- 
scono alla struttura e all’organizzazione del citoplasma e 
alla forma della cellula. I filamenti di actina e i microtu- 
buli contribuiscono anche al movimento degli organelli 
e dell’intera cellula. 

Ogni tipo di componente del citoscheletro è composto 
da subunità proteiche semplici, che si associano in mo- 
do non covalente, formando filamenti di spessore unifor- 
me. Queste non sono strutture permanenti, ma si disas- 
semblano continuamente nelle subunità costitutive e si 
riorganizzano di nuovo in filamenti. La loro localizzazio- 
ne nella cellula non è rigidamente fissa, ma cambia con 
la mitosi, la citocinesi, imovimenti ameboidi e nei cam- 
biamenti di forma della cellula. Questi processi, e la lo- 
calizzazione di tutti i tipi di filamenti, sono regolati da al- 
tre proteine, la cui funzione è quella di legare o raggrup- 
pare i filamenti, o di spostare gli organelli citoplasmati- 
ci lungo queste strutture. (I batteri presentano proteine 
simili all’actina che svolgono funzioni simili in questo ti- 
po di cellule.) 

Il quadro che emerge da questa breve rassegna sulla 
struttura della cellula eucariotica descrive la cellula come 
una rete di fibre strutturali e un complesso sistema di com- 
partimenti delimitati da membrane (Figura 1.7). I filamen- 
ti si disaggregano e si riassociano in altri siti della cellula; le 
vescicole membranose gemmano da un organello e si fon- 
dono con un altro; gli organelli si spostano nel citoplasma 
lungo i filamenti proteici, grazie anche all’energia forni- 
ta da proteine con funzione motoria. Il sistema di endo- 


Figura 1.8 Frazionamento subcellulare di un tessuto. 
Un tessuto, per esempio il fegato, viene omogenizzato 
meccanicamente, per rompere le cellule e disperdere il 
loro contenuto nella soluzione acquosa tamponata. La 
soluzione di saccarosio ha una pressione osmotica simile 
a quella degli organelli, in modo da impedire la diffusione 


lisosomi, sà dell'acqua all'interno degli organelli, che provocherebbe 
perossisomi dea il loro rigonfiamento e la loro rottura in una soluzione di 
contenente Sopranatante osmolarità più bassa (vedi la Figura 2.13). Le particelle 
microsomi contenente di diverse dimensioni presenti in sospensione possono 
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biochimica tramite una scelta accurata delle condizioni di 
centrifugazione. 
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(b) 


Figura 1.9 Itre tipi di filamenti del citoscheletro: i filamenti 

di actina, i microtubuli e i filamenti intermedi. Le strutture 
cellulari possono essere marcate con un anticorpo (che riconosce 
una specifica proteina) a cui è legato covalentemente un composto 
fluorescente. Quando la cellula viene osservata al microscopio a 
fluorescenza le strutture marcate diventano riconoscibili. (a) Cellule 
endoteliali dell'arteria polmonare bovina. Fasci di filamenti di actina, 
chiamati stress fibers, sono colorati in rosso; i microtubuli, che si 
dipartono dal centro, sono colorati in verde; i cromosomi (nel nucleo) 
sono colorati in blu. (b) Una cellula polmonare di tritone, durante la 
mitosi. | microtubuli (in verde), legati a strutture chiamate cinetocori 
(in giallo) sui cromosomi condensati (in blu), spingono i cromosomi 
verso poli opposti, i centrosomi (color magenta), della cellula. 
filamenti intermedi, costituiti da cheratina (in rosso), mantengono la 
struttura della cellula. 


membrane segrega specifici processi metabolici e genera 
le superfici su cui avvengono alcune reazioni catalizzate 
da enzimi. L’esocitosi e l’endocitosi, meccanismi di tra- 
sporto (rispettivamente verso l’esterno o verso l'interno 
della cellula) che comportano la fusione e la fissione della 
membrana, costituiscono delle vie di comunicazione tra il 
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citoplasma e il mezzo circostante, e inoltre permettono la 
secrezione all’esterno di sostanze prodotte dalla cellula e 
l'assorbimento di materiale extracellulare. 

Anche se complessa, l’organizzazione del citoplasma è 
tutt'altro che casuale. Il movimento e la disposizione de- 
gli organelli e degli elementi del citoscheletro sono sotto- 
posti a uno stretto controllo. In certi stadi del suo ciclo vi- 
tale, per esempio durante la mitosi, la cellula va incontro 
a una radicale riorganizzazione. Le interazioni tra il cito- 
scheletro e gli organelli sono non covalenti, ma reversibili 
e soggette a regolazione in risposta a vari segnali cellulari 
ed extracellulari. 


e Lecellule producono strutture sopramolecolari 

Le macromolecole e le loro unità costitutive hanno dimen- 
sioni molto diverse (Figura 1.10). Una molecola di alanina 
è lunga meno di 0,5 nm. Una molecola di emoglobina, la 
proteina eritrocitaria che trasporta l'ossigeno, è costituita 
da circa 600 amminoacidi suddivisi in quattro lunghe ca- 
tene, avvolte in strutture globulari del diametro di 5,5 nm. 
Le proteine sono molto più piccole dei ribosomi (diametro 
di circa 20 nm), e a loro volta essi sono molto più piccoli 
di organelli come i mitocondri, che hanno un diametro di 
circa 1000 nm. La differenza tra le biomolecole semplici 
e le strutture cellulari visibili al microscopio ottico è mol- 
to grande. La Figura 1.11 illustra la gerarchia strutturale 
dell’organizzazione cellulare. 

Le subunità monomeriche delle proteine, degli acidi 
nucleici e dei polisaccaridi sono unite da legami covalen- 
ti. Nelle strutture sopramolecolari le macromolecole so- 
no però tenute insieme da interazioni non covalenti, tut- 
te molto più deboli dei legami covalenti. Queste intera- 
zioni non covalenti comprendono i legami idrogeno (tra 
gruppi polari), le interazioni ioniche (tra gruppi carichi), 
le interazioni idrofobiche (tra gruppi non polari in solu- 
zione acquosa) e le forze di van der Waals (forze di Lon- 
don), ognuna delle quali ha un’energia di legame netta- 
mente inferiore a quella del legame covalente. Queste in- 
terazioni non covalenti vengono descritte nel Capitolo 2. 
Il grande numero di interazioni deboli tra le macromole- 
cole stabilizza i complessi sopramolecolari, generando le 
loro particolari strutture. 


e  Glistudi in vitro possono non rilevare le interazioni 
tra le molecole 

Uno degli approcci sperimentali volti a chiarire i mecca- 
nismi molecolari dei processi biologici è quello di puri- 
ficare le singole biomolecole in vitro (in una provetta di 
vetro), in modo da eliminare l’interferenza esercitata dal- 
le altre molecole presenti all’interno della cellula (in vi- 
vo, cioè nell’essere vivente). Anche se questo approccio 
è stato molto utile negli studi biochimici, l’interno della 
cellula è costituito da un ambiente differente dall’interno 
di una provetta. Le sostanze “interferenti” che i processi 
di purificazione eliminano potrebbero invece essere im- 
portanti per la funzione biologica e la regolazione delle 
molecole purificate. Per esempio, gli esperimenti în vitro 
con gli enzimi purificati vengono generalmente condotti 
a una concentrazione molto bassa, in una soluzione ac- 
quosa. Nella cellula, invece, un enzima si trova immerso 
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Figura 1.10 I composti organici di cui sono costituite le 
principali strutture della cellula: l’ABC della biochimica. In questa 
figura sono riportati (a) sei dei 20 amminoacidi con cui vengono 
costruite le proteine di tutti gli organismi viventi (le catene laterali 
sono ombreggiate in rosso chiaro); (b) le cinque basi azotate, i due 
zuccheri a cinque atomi di carbonio e il fosfato che compongono tutti 
gli acidi nucleici; (c) cinque componenti di molti lipidi di membrana; 
(d) il p-glucosio, lo zucchero da cui derivano molti altri tipi di zuccheri. 
Si noti che il fosfato è un componente sia degli acidi nucleici sia dei 
lipidi di membrana. 


(a) Alcuni amminoacidi delle proteine 
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nel citosol in una specie di gel, insieme con migliaia di al- 
tre proteine, alcune delle quali si legano all’enzima e ne 
influenzano l’attività. Alcuni di questi enzimi fanno par- 
te di complessi multienzimatici, nei quali i reagenti pas- 
sano da un enzima all’altro, senza mai diffondere nel ci- 
tosol. Quando tutte le macromolecole conosciute in una 
cellula vengono considerate nelle appropriate dimensio- 
ni e concentrazioni (Figura 1.12), appare evidente che il 
citosol è in realtà molto affollato e che la diffusione del- 
le macromolecole all’interno del citosol è rallentata dal- 
le collisioni delle macromolecole con altre strutture di 
grandi dimensioni. In altre parole, ogni molecola proba- 
bilmente si comporta in modo diverso nella cellula e in 
vitro. Una delle principali sfide della moderna biochimi- 
ca è quella di capire quale sia la reale influenza dell’orga- 
nizzazione cellulare e delle associazioni macromolecolari 
sul comportamento dei singoli enzimi e di altre biomole- 
cole, cioè di chiarire il comportamento delle biomoleco- 
le sia in vivo che in vitro. 


SOMMARIO 1.1 
Fondamenti di biologia cellulare 

e Tutte le cellule sono circondate da una membrana pla- 
smatica. Esse hanno un citosol, che contiene metabo- 
liti, coenzimi, ioni inorganici ed enzimi. Hanno anche 
un corredo di geni, localizzati in un nucleoide (batteri 
e archea) o nel nucleo (eucarioti). 


(c) Alcuni componenti dei lipidi 
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La cellula 
e i suoi organelli 


Figura 1.11 La gerarchia strutturale nell’organizzazione 
molecolare della cellula. Gli organelli e gli altri componenti di 
dimensioni relativamente grandi delle cellule sono costituiti da 
complessi sopramolecolari che, a loro volta, sono composti da 
macromolecole più piccole e anche da subunità molecolari più 


e Tutti gli organismi necessitano di una fonte di energia 
per poter svolgere il lavoro cellulare. I fototrofi otten- 
gono l’energia dalla luce solare. I chemiotrofi ossidano 
combustibili chimici trasferendo gli elettroni ad accet- 
tori, come composti inorganici, organici o l’ossigeno 
molecolare. 
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Figura 1.12 Una cellula “affollata”. Questo disegno di David 
Goodsell è un'accurata rappresentazione delle dimensioni relative e 
della quantità di macromolecole presenti in una piccola regione di 
una cellula di £. coli. Questo citosol molto concentrato, affollato di 
proteine e di acidi nucleici, è molto diverso da un classico estratto 
cellulare solitamente utilizzato negli studi biochimici. Infatti, in 
questi casi, il citosol viene diluito diverse volte e le interazioni tra 

le macromolecole che diffondono al suo interno sono fortemente 
alterate. 
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piccole. Per esempio, il nucleo di questa cellula vegetale contiene 
la cromatina, un complesso sopramolecolare che consiste di DNA 
e proteine basiche (gli istoni). II DNA è composto da subunità 
monomeriche semplici (i nucleotidi) e da proteine (Composte da 
amminoacidi). 


e Ibatteri e gli archea hanno il citosol, un nucleoide e i 
plasmidi, tutti racchiusi all’interno di un involucro cel- 
lulare. Le cellule eucariotiche possiedono un nucleo e 
molti compartimenti. Alcuni processi avvengono in or- 
ganelli specializzati. Gli organelli possono essere isolati 
e studiati separatamente. 

e Le proteine del citoscheletro si organizzano in lunghi 
filamenti che conferiscono alla cellula forma e rigidità 
e funzionano come binari, lungo i quali si muovono gli 
organelli cellulari all’interno della cellula. 

e I complessi sopramolecolari sono tenuti insieme da 
interazioni non covalenti e formano una gerarchia di 
strutture, alcune delle quali sono visibili al microsco- 
pio ottico. Quando, per studi in vitro, da questi com- 
plessi sopramolecolari sono rimosse singole molecole, 
si possono perdere interazioni importanti che sono in- 
vece presenti nella cellula vivente. 


Fondamenti di chimica 


La biochimica si propone di spiegare le forme biologiche e 
le loro funzioni in termini chimici. Alla fine del XVIII se- 
colo i chimici avevano stabilito che la composizione della 
materia vivente è notevolmente differente da quella del 
mondo inanimato. Antoine-Laurent Lavoisier (1743-1794) 
aveva notato la relativa semplicità del “mondo minerale” 
rispetto alla complessità dei “mondi vegetale e animale”, i 
quali, come era a lui noto, erano costituiti da composti ric- 
chi di carbonio, ossigeno, azoto e fosforo. 

Durante la prima metà del XX secolo, studi condotti in 
parallelo sulla demolizione del glucosio nelle cellule di lie- 
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vito e nelle cellule muscolari hanno messo in evidenza la 
notevole somiglianza dal punto di vista chimico tra questi 
due tipi di cellule così diverse: la demolizione del gluco- 
sio coinvolge 10 intermedi chimici e 10 enzimi, che sono 
gli stessi nel lievito e nel muscolo. Studi successivi di mol- 
ti altri processi biochimici in molti organismi diversi han- 
no confermato la generalità di questa osservazione, sinte- 
tizzata dalla famosa affermazione di Jacques Monod del 
1954: “Quello che è vero per l’E. coli è vero per l'elefante”. 
L’idea attuale che tutti gli organismi abbiano un’origine co- 
mune è basata in parte sull’universalità delle trasformazio- 
ni chimiche e degli intermedi chimici, che va spesso sotto 
il nome di “unitarietà biochimica”. 

Meno di 30 dei più di 90 elementi chimici che si trova- 
no in natura sono essenziali per gli organismi viventi. La 
maggior parte degli elementi che compongono la materia 
vivente ha numeri atomici relativamente bassi. Solo due 
hanno un numero atomico superiore a quello del selenio 
(34) (Figura 1.13). I quattro elementi più abbondanti negli 
organismi viventi, espressi come percentuale del numero 
totale di atomi, sono l’idrogeno, l'ossigeno, l’azoto e il car- 
bonio, che nell’insieme formano più del 99% della massa 
della maggior parte delle cellule. Essi sono gli elementi più 
leggeri, in grado di formare rispettivamente uno, due, tre e 
quattro legami. In genere, gli elementi più leggeri formano 
i legami più forti. Gli elementi presenti in tracce (Figura 
1.13) rappresentano solo una minuscola frazione del pe- 
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Figura 1.13 Elementi essenziali per 
la vita e la salute degli animali. Gli 
elementi più abbondanti (in arancione) 
sono componenti strutturali delle 
cellule e dei tessuti e devono essere 
introdotti con la dieta giornaliera in 
quantità valutabili in grammi. Per gli 
elementi presenti in tracce (in giallo) 

la richiesta giornaliera è nettamente 
minore. Per l'uomo bastano pochi 
milligrammi al giorno di Fe, Cu e Zn, 
anche meno degli altri. Le richieste di 
elementi da parte delle piante e dei 


microrganismi sono simili a quelle qui 
riportate. Le vie di rifornimento degli 
elementi essenziali possono variare. 


so del corpo umano, ma sono tutti essenziali per la vita, 
soprattutto perché sono indispensabili per la funzione di 
specifiche proteine, tra cui molti enzimi. Per esempio, la 
capacità dell'emoglobina di trasportare l'ossigeno dipen- 
de dalla presenza di quattro ioni ferrosi, che costituiscono 
solo lo 0,3% della massa dell'emoglobina. 


e Lebiomolecole sono composti del carbonio con vari gruppi 
funzionali 

La chimica degli organismi viventi è organizzata intor- 
no al carbonio, che corrisponde a più della metà del peso 
secco della cellula. Il carbonio può formare legami singo- 
li con gli atomi di idrogeno, e un legame singolo o un le- 
game doppio con l’ossigeno e con l’azoto. (Figura 1.14). 
Di grande significato in biologia è la capacità del carbo- 
nio di legare in modo stabile fino a quattro altri atomi di 
carbonio. Due atomi di carbonio possono anche mettere 
in comune due (o tre) coppie di elettroni, formando le- 
gami doppi (o tripli). 

I quattro legami singoli che un atomo di carbonio 
può formare si proiettano dal nucleo del carbonio ver- 
so i quattro angoli di un tetraedro (Figura 1.15), forman- 
do un angolo di circa 109,5° tra due legami lunghi circa 
0,154 nm. Gli atomi possono ruotare liberamente intorno 
a ciascun legame, a meno che non vi siano legati gruppi 
molto ingombranti, o altamente carichi, che limitano la 
rotazione. Il legame doppio è più corto (circa 0,134 nm) 


Figura 1.14 Versatilità 
del carbonio nel formare 
legami. L'atomo di carbonio 
può formare legami 

singoli, doppi e tripli (tutti 
evidenziati in rosso), in 
particolare con altri atomi di 
carbonio. | legami tripli sono 
rari nelle biomolecole. 
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del legame semplice, e permette solo una rotazione limi- 
tata intorno al suo asse. 

Gli atomi di carbonio legati covalentemente nelle bio- 
molecole possono formare catene lineari o ramificate e 
strutture cicliche. È probabile che la capacità del carbo- 
nio di formare legami con se stesso e con altri elementi sia 
stata un fattore essenziale che ha condotto agli inizi dell’e- 
voluzione alla selezione dei composti del carbonio come 
principali componenti delle strutture molecolari degli es- 
seri viventi. Nessun altro elemento chimico può formare 
una varietà così ampia di molecole diverse per grandezza, 
forma e composizione. 

Le biomolecole in gran parte possono essere conside- 
rate come derivati degli idrocarburi, in cui gli atomi di 
idrogeno sono sostituiti da una serie di gruppi funzionali 
che conferiscono proprietà caratteristiche alle molecole, 
formando le diverse famiglie di composti organici. Esem- 
pi tipici sono i gruppi funzionali degli alcoli, che possie- 
dono uno o più ossidrili; delle ammine, caratterizzate dai 
gruppi amminici; delle aldeidi e dei chetoni, che hanno 
gruppi carbonilici; degli acidi, che possiedono gruppi car- 
bossilici (Figura 1.16). Molte biomolecole sono polifun- 
zionali, poiché contengono due o più gruppi funzionali 
(Figura 1.17), ciascuno con caratteristiche specifiche. La 
“personalità” chimica di un composto deriva dalla chi- 
mica dei suoi gruppi funzionali e dalla loro disposizio- 
ne nello spazio. 


e Lecellule contengono un assortimento universale 
di piccole molecole 

La fase acquosa (il citosol) di tutte le cellule contie- 
ne un migliaio di piccole molecole organiche diverse 
(M, da —100 a —500), presenti in concentrazioni da mi- 
cromolare a millimolare (vedi la Figura 15.4). (Vedi il 
Box 1.1 per una spiegazione dei vari modi di esprimere 
il peso molecolare.) Queste molecole costituiscono i me- 
taboliti che partecipano alla maggior parte dei processi 
che avvengono in quasi tutte le cellule (metaboliti e pro- 
cessi che si sono conservati nel corso di tutta l’evoluzio- 
ne). Questa varietà di molecole include i comuni ammi- 
noacidi, i nucleotidi, gli zuccheri e i loro derivati fosfori- 
lati e un certo numero di acidi mono-, di- e tricarbossili- 
ci. Queste molecole sono polari o cariche e sono quindi 
solubili in acqua. Esse sono intrappolate all’interno del- 


Figura 1.15 Geometria dei legami del carbonio. (a) Gli atomi 
di carbonio hanno una caratteristica disposizione tetraedrica dei 
loro quattro legami singoli. (b) | legami singoli carbonio-carbonio 
sono liberi di ruotare, come è indicato per la molecola dell'etano 
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la cellula poiché la membrana plasmatica è impermea- 
bile a queste sostanze, anche se specifici trasportatori di 
membrana possono catalizzare il trasferimento di alcune 
molecole organiche all’interno o all’esterno della cellu- 
la oppure tra i compartimenti delle cellule eucariotiche. 
Luniversale ricorrenza dello stesso gruppo di composti 
organici in tutte le cellule viventi riflette la conservazio- 
ne evolutiva dei meccanismi metabolici che si sviluppa- 
rono nelle prime cellule. 

Ci sono altre piccole biomolecole specifiche di alcu- 
ni tipi di cellule o di organismi. Per esempio, le piante 
vascolari contengono, in aggiunta al gruppo di sostanze 
universali, piccole molecole chiamate metaboliti secon- 
dari, che hanno un ruolo specifico per la vita della pian- 
ta. Questi metaboliti comprendono composti che confe- 
riscono alle piante i loro profumi e colori caratteristici, 
e altri come la morfina, la chinina, la nicotina e la caffei- 
na che hanno effetti psicologici sull'uomo, ma sono usati 
per altri scopi dalle piante. L'insieme delle piccole mole- 
cole presenti in una data cellula in condizioni specifiche 
è definito metaboloma cellulare, in analogia con il ter- 
mine “genoma”. La metabolomica è la caratterizzazione 
sistematica del metaboloma in condizioni altamente spe- 
cifiche (come per esempio in seguito alla somministrazio- 
ne di un farmaco o di una molecola che funge da segnale 
biologico, come l’insulina). 


e Lemacromolecole sono i principali costituenti cellulari 
Molte biomolecole sono macromolecole, cioè polimeri 
con peso molecolare superiore a 5000 che si formano a 
partire da precursori relativamente semplici. I polimeri 
più corti sono detti oligomeri (dal greco oligos, “poco”). 
Le proteine, gli acidi nucleici e i polisaccaridi sono macro- 
molecole composte da monomeri con un peso molecola- 
re pari o inferiore a 500. La sintesi delle proteine è uno 
dei processi biologici che richiede più energia. Le macro- 
molecole possono raggrupparsi, formando complessi so- 
pramolecolari funzionali, come i ribosomi. La Tabella 1.1 
mostra le principali classi di biomolecole presenti in una 
cellula di E. coli. 

Le proteine, lunghi polimeri di amminoacidi, costitui- 
scono la parte più rilevante (oltre all'acqua) di una cellu- 
la. Alcune proteine, come gli enzimi, possiedono attività 
catalitiche, mentre altre fungono da elementi strutturali, 


(c) 


è <a 
SA 
\dt _« 


(CH3—CH3). (c) | doppi legami carbonio-carbonio sono più corti e 
non consentono una rotazione libera. | due atomi di carbonio legati 
da un doppio legame e gli atomi indicati con A, B, Xe Y giacciono 
sullo stesso piano. 
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Figura 1.16 Alcuni gruppi funzionali delle biomolecole. | gruppi 
funzionali sono evidenziati con un colore che viene solitamente 
utilizzato per rappresentare l'elemento che caratterizza il gruppo: 
grigio per il C, rosso per lO, blu per I’N, giallo per I'S e arancione per 

il P.In questa figura, e poi in seguito nel testo, la lettera R è usata per 


recettori di segnali, o trasportatori di sostanze specifiche 
dentro e fuori la cellula. Le proteine sono forse le biomo- 
lecole più versatili. L'insieme di tutte le proteine funzio- 
nanti in una cellula è detto proteoma e la proteomica è 
la caratterizzazione sistematica della serie completa del- 
le proteine presenti in determinate condizioni. Gli acidi 
nucleici, DNA e RNA, sono polimeri di nucleotidi. Essi 
conservano e trasmettono l’informazione genetica. Inol- 
tre alcune molecole di RNA hanno ruoli strutturali e ca- 
talitici in complessi sopramolecolari. Il genoma è l’inte- 
ra sequenza del DNA di una cellula (0, nel caso dei virus 


detta anche 
acil fosfato) 


rappresentare “qualsiasi sostituente” Esso può essere semplice come 
un atomo di idrogeno, ma può essere anche un gruppo contenente 
molti atomi di carbonio. Quando una molecola possiede due o più 
sostituenti, essi vengono indicati con R', R° e così via. 


a RNA, del loro RNA), mentre la genomica è la caratte- 
rizzazione comparativa della struttura, della funzione, 
dell’evoluzione e della mappatura dei genomi. I polisac- 
caridi, polimeri di zuccheri semplici come il glucosio, 
hanno tre funzioni principali: riserve di energia, compo- 
nenti strutturali delle pareti cellulari (nelle piante e nei 
batteri) oppure elementi extracellulari che si legano a 
proteine su altre cellule. Polimeri più corti di zuccheri 
(oligosaccaridi) legati alle proteine o ai lipidi sulla super- 
ficie cellulare rappresentano segnali cellulari specifici. Il 
glicoma di una cellula è costituito da tutto l’insieme del- 
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Figura 1.17 Diversi gruppi funzionali presenti in una singola 
biomolecola. L'acetil-coenzima A (spesso abbreviato come 
acetil-CoA) è un trasportatore di gruppi acetilici in alcune reazioni 
enzimatiche. | gruppi funzionali sono evidenziati nelle formule 

di struttura. Come si vedrà nel Capitolo 2, alcuni di questi gruppi 


Ci sono due modi comuni (ed equivalenti) per descrivere 
la massa molecolare; entrambi vengono usati in questo 
testo. Il primo è il peso molecolare, o la massa molecolare 
relativa, indicata con M,. Il peso molecolare di una so- 
stanza è definito come il rapporto tra la massa della mo- 
lecola di quella determinata sostanza e un dodicesimo 
della massa del carbonio-12 (*2C). Quindi M,, essendo un 
rapporto, è una quantità adimensionale, ovvero non è 
espressa da nessuna unità. Il secondo modo è la massa 
molecolare, indicata con m. Questa è semplicemente la 
massa di una molecola, o la massa molare divisa per il 
numero di Avogadro. La massa molecolare m è espressa 
in dalton (abbreviato Da). Un dalton è l’equivalente di 
un dodicesimo della massa del carbonio-12; un kilodalton 
(kDa) è 1000 dalton; un megadalton (MDa) corrisponde 
a un milione di dalton. 


le sue molecole che contengono carboidrati. I lipidi, de- 
rivati idrocarburici insolubili, hanno funzione di compo- 
nenti strutturali delle membrane, riserve di energia, pig- 
menti e segnali intracellulari. L'insieme delle molecole 
che contengono lipidi all’interno di una cellula costitui- 
sce il lipidoma di una cellula. Con l’applicazione di me- 
todi di indagini molto sensibili e con un elevato potere di 
risoluzione (come la spettrometria di massa) è possibi- 
le distinguere e quantificare centinaia o migliaia di que- 
sti componenti e quindi stabilire anche le loro variazioni 
in risposta a cambiamenti nelle condizioni ambientali, a 


| fosforile 


Acetil-coenzima A 


funzionali possono essere in forma protonata o deprotonata, a 


seconda del pH. Nel modello a spazio pieno I'N è in blu, il C in nero, 
il Pin arancione, l'O in rosso, e l'H in bianco. L'atomo giallo a sinistra 
è lo zolfo del legame tioestere essenziale tra il residuo acetilico e il 
coenzima A. 


Consideriamo, per esempio, una molecola con una massa 
pari a 1000 volte quella dell’acqua. Possiamo dire che 
questa molecola ha M, = 18 000 o m = 18 000 dalton. 
Possiamo scrivere anche “molecola con una massa di 18 
kDa”. L'espressione M, = 18 000 dalton non è corretta. 

Un'altra unità adatta per descrivere la massa di un sin- 
golo atomo o molecola è l’unità di massa atomica (for- 
malmente uma, oggi comunemente definita u). Un’unità 
di massa atomica (1 u) è definita come un dodicesimo 
della massa di un atomo di carbonio-12. Da misure spe- 
rimentali la massa di un atomo di carbonio-12 risulta 
pari a 1,9926 X 1073 g, 1 u = 1,6606 X 10724 g. Punità 
di massa atomica è utile per descrivere la massa di un 
picco osservato mediante spettrometria di massa (vedi 
il Capitolo 3 a pagina 104). 


segnali o a farmaci. La biologia dei sistemi costituisce un 
tipo di approccio che cerca di integrare le informazioni 


provenienti dalla genomica, dalla proteomica, dalla glico- 
mica e dalla lipidomica, per fornire un quadro molecola- 
re di tutte le attività di una cellula in determinate condi- 
zioni, e di rivelare anche i cambiamenti che avvengono 


quando il sistema viene perturbato da segnali esterni, da 


eventi circostanziali o da mutazioni. 

Le proteine, i polinucleotidi e i polisaccaridi contengo- 
no un gran numero di subunità monomeriche; il loro peso 
molecolare è quindi elevato, da 5000 fino a più di 1 milio- 
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M Tabella 1.1 Componenti molecolari di una cellula 
di Escherichia coli 


Percentuale Numero 
approssimativa approssimativo 
del peso totale di specie molecolari 

della cellula differenti 

Acqua 70 1 
Proteine 15 3000 
Acidi nucleici 

DNA 1 14 

RNA 6 >3000 
Polisaccaridi 3 10 
Lipidi 2 20 
Subunità monomeriche 

e intermedi 2 500 
Ioni inorganici 1 20 


ne per le proteine, fino ad alcuni miliardi per gli acidi nu- 
cleici, e milioni per i polisaccaridi, come l’amido. Le sin- 
gole molecole lipidiche sono molto più piccole (M, com- 
presa tra 750 e 1500) e non sono classificate come macro- 
molecole. Tuttavia esse possono associarsi in maniera non 
covalente formando strutture molto estese. Le membrane 
cellulari sono costituite da enormi aggregati non covalenti 
di molecole di natura lipidica e proteica. 

Poiché le sequenze di elementi costitutivi sono ricche 
di informazioni, le proteine e gli acidi nucleici spesso sono 
detti anche macromolecole informazionali. Anche alcu- 
ni oligosaccaridi, come osservato in precedenza, possono 
comportarsi come molecole informazionali. 


e Lastruttura tridimensionale può essere descritta 
in termini di configurazione e conformazione 

Anche se i legami covalenti e i gruppi funzionali di una 
biomolecola sono essenziali per la sua funzione, la dispo- 
sizione degli atomi che costituiscono la molecola nello spa- 
zio tridimensionale, cioè la sua stereochimica, è altrettan- 
to importante. Un composto contenente carbonio si tro- 
va comunemente sotto forma di stereoisomeri, molecole 
con gli stessi legami chimici ma diversa stereochimica, cioè 
una diversa configurazione corrispondente a una diversa 
disposizione degli atomi nello spazio. Le interazioni fra le 
biomolecole sono invariabilmente stereospecifiche poi- 
ché richiedono una stereochimica specifica delle moleco- 
le che entrano in contatto. 
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La Figura 1.18 illustra tre sistemi che si possono utiliz- 
zare per descrivere le strutture stereochimiche delle mo- 
lecole semplici. La rappresentazione in prospettiva mo- 
stra in modo non ambiguo la stereochimica, ma gli angoli 
e la lunghezza di legame tra un centro e l’altro sono me- 
glio rappresentati con i modelli a palle e bastoncini. Nei 
modelli a spazio pieno, il raggio di ogni “atomo” è propor- 
zionale al suo raggio di van der Waals e i contorni del mo- 
dello definiscono lo spazio occupato dalla molecola (il vo- 
lume precluso agli atomi di altre molecole). 

La configurazione è determinata dalla presenza di (1) 
doppi legami, attorno ai quali non vi è libertà di rotazio- 
ne; (2) centri chirali, intorno ai quali i gruppi sostituenti 
sono disposti in una sequenza specifica. La caratteristica 
che identifica gli stereoisomeri è l’impossibilità di conver- 
tirsi l'uno nell’altro senza rompere temporaneamente uno 
o più legami covalenti. La Figura 1.19a mostra la configu- 
razione dell’acido maleico e del suo isomero acido fuma- 
rico. Questi composti sono isomeri geometrici, o isome- 
ri cis-trans; essi differiscono per la disposizione dei grup- 
pi sostituenti rispetto al doppio legame intorno al quale 
non è possibile alcuna rotazione (dal latino cis, “dalla stes- 
sa parte”: i gruppi sono dalla stessa parte rispetto al dop- 
pio legame; trans, “all'opposto”: i gruppi sono dalla parte 
opposta rispetto al doppio legame). L'acido maleico (ma- 
leato a pH neutro) è l’isomero cis e l’acido fumarico (fu- 
marato) è l’isomero trans; i due composti sono così stabili 
che possono essere separati l’uno dall’altro, e ciascuno di 
loro presenta specifiche proprietà chimiche. Un sito di le- 
game (di un enzima, per esempio) che sia complementare 
a uno di questi composti non può legare l’altro; ciò spiega 
come queste molecole svolgano ruoli biologici diversi pur 
avendo una struttura chimica molto simile. 

Nel secondo tipo di stereoisomero, quattro sostituen- 
ti diversi legati allo stesso atomo di carbonio tetraedri- 
co possono essere disposti nello spazio in due modi, cioè 
hanno due configurazioni (Figura 1.20). Siamo così in 
presenza di due stereoisomeri con proprietà molto simili 
o identiche, ma con diverse caratteristiche fisiche e bio- 
logiche. Un atomo di carbonio con quattro sostituenti di- 
versi è detto asimmetrico e viene chiamato centro chi- 
rale (dal greco chiros, “mano”; alcuni stereoisomeri sono 
strutturalmente correlati, come la mano destra lo è con 
la sinistra). Una molecola con un solo atomo di carbo- 
nio chirale può avere solo due stereoisomeri, ma quando 
i centri chirali sono due o più (n) possono esserci 2" ste- 
reoisomeri. Alcuni stereoisomeri sono immagini specula- 


Figura 1.18 Rappresentazione delle molecole. Tre modi 

per rappresentare la struttura dell'amminoacido alanina (qui 
mostrata nella forma ionica a pH neutro). (a) Formula di struttura 

in prospettiva. Il simbolo (—) indica un legame in cui l'atomo 
all'estremità più larga del simbolo si proietta al di fuori del piano 

del foglio, verso il lettore; lo stesso simbolo tratteggiato (n) 
rappresenta un legame che si proietta sotto il piano del foglio. 

(b) Modello a palle e bastoncini che mostra le lunghezze relative dei 
legami e gli angoli che essi formano. (c) Modello spaziale, in cui ogni 
atomo è riportato con un raggio di van der Waals proporzionale alle 
sue dimensioni reali. 
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Figura 1.19 Configurazione degli isomeri geometrici. 

(a) Isomeri come l'acido maleico (maleato a pH 7) e l'acido fumarico 
(fumarato) non possono essere convertiti l'uno nell'altro senza 
rompere i legami covalenti, un processo che richiede un apporto 
energetico ben più elevato rispetto all'energia cinetica media delle 
molecole a temperature fisiologiche. (b) Nella retina dei vertebrati 
l'evento iniziale nel processo della visione è l'assorbimento della luce 
visibile da parte dell'11-cis-retinale. L'energia della luce assorbita 
(intorno a 250 kJ/mole) converte l'11-cis-retinale in tutto-trans- 
retinale, inducendo variazioni elettriche nella cellula della retina, che 
generano l'impulso nervoso. (Gli atomi di idrogeno sono omessi nel 
modello a palle e bastoncini delle molecole di retinale). 
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Figura 1.20 Asimmetria molecolare: molecole chirali e molecole 
achirali. (a) Quando un atomo di carbonio presenta quattro gruppi 
sostituenti diversi (A, B, X, Y), essi possono disporsi intorno al carbonio 
in due modi diversi, che rappresentano le immagini speculari non 
sovrapponibili l'uno dell'altro (enantiomeri). Quando un atomo di 
carbonio è asimmetrico viene chiamato anche atomo chirale o centro 
chirale. (b) Quando un atomo di carbonio tetraedrico è legato a tre 


Molecola 
achirale: 
Immagine la molecola 
speculare ruotata 
della molecola può essere 
originaria sovrapposta 
all'immagine 
speculare della 
molecola 
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gruppi diversi (cioè un gruppo è presente due volte), è possibile una 
sola configurazione e la molecola è simmetrica, o achirale. In questo 
caso la molecola è sovrapponibile alla sua immagine speculare: la 
molecola a sinistra può essere ruotata in senso antiorario (guardando 
il legame verticale dall'alto in basso da A verso C), per creare la 
molecola che è rappresentata nello specchio. 
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Figura 1.21 Duetipi di stereoisomeri. Vi sono quattro differenti 
forme di 2,3-butano disostituito (n = 2 atomi di carbonio asimmetrici, 
da cui 2" = 4 stereoisomeri). Ogni stereoisomero è mostrato 

in un riquadro come formula prospettica e come modello a palle e 


ri l’uno dell’altro; essi sono chiamati enantiomeri (Figu- 
ra 1.20). Le coppie di stereoisomeri che non sono imma- 
gini speculari l’una dell’altra sono chiamate diastereoi- 
someri (Figura 1.21). 

Come osservò Louis Pasteur (Box 1.2), gli enantiome- 
ri hanno reattività chimiche molto simili, mentre differi- 
scono per alcune proprietà fisiche caratteristiche, come la 
loro interazione con la luce polarizzata. Due enantiomeri 
posti in soluzioni separate ruotano il piano della luce pola- 
rizzata in direzioni opposte, mentre soluzioni equimolari 
dei due enantiomeri (una miscela racemica) non mostra- 
no alcuna rotazione ottica. I composti senza centri chirali 
non hanno effetto sulla luce polarizzata. 


bastoncini, leggermente ruotato, per permettere al lettore di vedere 
tutti i gruppi. Due coppie di stereoisomeri sono l'una l'immagine 
speculare dell'altra, o enantiomeri. Le altre coppie non sono immagini 
speculari e sono diastereoisomeri. 


59 Data l’importanza della stereochimica nelle reazioni 


tra le biomolecole (vedi più avanti), i biochimici devono 
utilizzare nomenclature e rappresentazioni della strut- 
tura di ogni biomolecola tali che la stereochimica non ri- 
sulti ambigua. Per composti con più centri chirali, il si- 
stema di nomenclatura più utilizzato è il sistema RS. In 
questo sistema a ogni gruppo legato a un carbonio chi- 
rale è assegnata una priorità. Le priorità di alcuni sosti- 
tuenti comuni sono: 


—0C0H,>—0HS*TNH==C008 
—tHo=—cCHd#s=CH=-H 


ità ottica: in vino, veritas 


Nel 1843 Louis Pasteur si im- 
batté per la prima volta nel 
fenomeno dell’attività ot- 
tica durante i suoi studi sul 
materiale cristallino che si ac- 
cumulava nelle botti di vino 
(l'acido paratartarico, chia- 
mato anche acido racemico, 
dal latino racemus, “grap- 
polo”). Egli usò delle pinze 
molto sottili per separare due 
__———»’’ tipidicristalli, identici come 
Louis Pasteur 1822-1895 forma, ma immagini specu- 
lari l’uno dell’altro. Tutti e 
due presentavano le proprietà chimiche dell’acido tar- 
tarico e ruotavano la luce polarizzata dello stesso angolo, 
ma uno verso sinistra (levogiro) e l’altro verso destra (de- 
strogiro). In seguito Pasteur descrisse l’esperimento, e ne 
dette la sua interpretazione: 


Nei corpi isomerici, gli elementi e le proporzioni in cui 
essi sono combinati sono le stesse, soltanto la disposizione 
di questi atomi è diversa... D’altro canto, sappiamo che 
le disposizioni molecolari dei due acidi tartarici sono 
asimmetriche e che queste disposizioni sono assoluta- 
mente uguali, eccetto che presentano un’asimmetria con 
direzioni opposte. Non sappiamo se gli atomi dell’acido 
destrogiro sono raggruppati in una spirale destrorsa, 0 se 


sono posti all’apice di un tetraedro irregolare, o ancora 
se sono disposti secondo questa o quella organizzazione 
asimmetrica.* 


Ora però lo sappiamo. Gli studi di cristallografia ai raggi 
X, condotti nel 1951, hanno confermato che le forme levo- 
gire e destrogire dell'acido tartarico sono immagini spe- 
culari l’una dell’altra a livello molecolare e hanno portato 
all’identificazione della configurazione assoluta delle 
due forme (Figura 1). Lo stesso approccio è stato usato 
per dimostrare che, anche se l'’amminoacido alanina ha 
due forme stereoisomeriche (indicate con D ed L), nelle 
proteine è presente solo la forma L (vedi il Capitolo 3). 


1 4 1 4 
HOOC, , 370008 HOOC , 37/0008 
7% a Ca 
HA, \g0H HO}; VE 
(2R,3R)-Acido tartarico (25,3S)-Acido tartarico 
(destrogiro) (levogiro) 


Figura 1 Pasteur separò i cristalli di due stereoisomeri dell'acido 
tartarico e dimostrò che le due forme separate ruotavano la 

luce polarizzata dello stesso angolo, ma in direzioni opposte. Le 
forme destrogire e levogire studiate da Pasteur furono in seguito 
identificate come gli isomeri (R,R) e (5,5) mostrati nella figura. Il 
sistema di nomenclatura RS è descritto nel testo. 


* Da un seminario del 1883 di Pasteur alla Società Chimica di Parigi, citata in 
DuBos, R., Louis Pasteur: Free Lance of Science, p. 95, Charles Scribner's Sons, 
New York, 1976. 
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Nella nomenclatura del sistema RS, il gruppo con la 
priorità più bassa (la posizione 4 nel modello a fianco in 
alto) viene posto nella posizione più lontana dall’osserva- 
tore. Se la priorità degli altri tre gruppi (da 1 a 3) diminui- 
sce andando in senso orario, la configurazione è (R) (dal 
latino rectus, “destra”); se la direzione della diminuzione 
è in senso antiorario la configurazione è (S) (dal latino si- 
nister, sinistra”). In questo modo ogni atomo di carbonio 
chirale è definito o (R) o (S) e l’aggiunta di questa preci- 
sazione nel nome del composto fornisce una descrizione 
non ambigua della stereochimica di ogni centro chirale. 


In senso antiorario 


In senso orario 


(R) (5) 


Un altro sistema di nomenclatura per gli stereoisome- 
ri, il sistema D ed L, è descritto nel Capitolo 3. La configu- 
razione di una molecola con un singolo centro chirale (per 
esempio la gliceraldeide) può essere descritta in maniera 
non ambigua utilizzando entrambi i sistemi. 


CHO Quo ©) 
CoA CH,0H 3) 


L-Gliceraldeide (S)-Gliceraldeide 


La conformazione molecolare è diversa dalla confi- 
gurazione. Essa rappresenta la disposizione spaziale che 
i gruppi funzionali sono liberi di assumere senza rompe- 
re alcun legame grazie alla libertà di rotazione attorno ai 
legami singoli. In un idrocarburo semplice come l’etano, 
per esempio, vi è una completa libertà di rotazione attorno 
al legame C—C. Sono quindi possibili conformazioni mol- 
to diverse, ma interconvertibili, dell’etano, a seconda del 
grado di rotazione (Figura 1.22). Due conformazioni sono 
di particolare interesse: quella sfalsata è più stabile delle 
altre e quindi è la forma predominante; quella eclissata 
è invece meno stabile. Non è possibile isolare queste due 
forme conformazionali perché esse sono libere di conver- 
tirsi l'una nell’altra. Tuttavia, quando uno o più atomi di 
idrogeno su ciascun atomo di carbonio sono sostituiti da 
un gruppo funzionale molto grande o elettricamente ca- 
rico, la libertà di rotazione attorno al legame C—C viene 
ridotta. Ciò limita anche il numero di conformazioni sta- 
bili dei derivati dell’etano. 


e  Leinterazioni tra le biomolecole sono stereospecifiche 

Quando le biomolecole interagiscono, la corrispondenza 
strutturale fra loro deve essere stereochimicamente corret- 
ta. La struttura tridimensionale delle biomolecole, piccole 
o grandi che siano, cioè la combinazione della conforma- 
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Energia potenziale (kJ/mole) 


120 
Angolo di torsione (gradi) 


180 240 300 360 


Figura 1.22 Conformazioni. Sono possibili molte conformazioni 
dell'etano a causa della libera rotazione attorno al legame C—C. Nel 
modello a palle e bastoncini, quando il carbonio più vicino al lettore 
e i suoi tre atomi di idrogeno vengono ruotati rispetto al carbonio più 
lontano, si ha un aumento dell'energia potenziale quando la molecola 
è nella conformazione eclissata (angolo di torsione 0°, 120° ecc.); 

poi l'energia decresce a un valore minimo quando la conformazione 
diventa completamente sfalsata (angolo di torsione 60°,180° ecc.). 
Poiché le differenze energetiche sono sufficientemente piccole da 
consentire una rapida interconversione delle due conformazioni 
(milioni di volte per secondo), la conformazione eclissata e la 
conformazione sfalsata non possono essere separate. 


zione e della configurazione, è della massima importanza 
per le loro interazioni biologiche: così è per esempio per 
l'interazione del substrato con il suo enzima, dell'ormone 
con il suo recettore sulla superficie cellulare, dell’antige- 
ne con il suo anticorpo (Figura 1.23). Lo studio della ste- 
reochimica biomolecolare, che utilizza sofisticati metodi 
fisici, è una parte importante della moderna ricerca sul- 
la struttura della cellula e sulle sue funzioni biochimiche. 

Negli organismi viventi generalmente è presente una 
sola forma chirale. Per esempio, gli amminoacidi presen- 
ti nelle proteine sono tutti isomeri L; il glucosio è presente 
nella cellula come isomero p. (Le convenzioni per la no- 
menclatura degli stereoisomeri degli amminoacidi sono 
riportate nel Capitolo 3; quelle per gli zuccheri nel Capi- 
tolo 7; per molte molecole chirali il sistema RS, riportato 
in precedenza, è quello più idoneo per descrivere le loro 
proprietà). Invece, quando un composto con un carbonio 
asimmetrico viene sintetizzato in laboratorio, le reazioni 
di sintesi generalmente producono tutte le possibili for- 
me chirali, per esempio una miscela delle forme D ed L. 
Nella cellula si produce solo una forma chirale di una da- 
ta molecola, perché anche l’enzima che la sintetizza è al- 
trettanto chirale. 

La stereospecificità, cioè la capacità di distinguere tra 
gli stereoisomeri, è una proprietà degli enzimi e di altre 
proteine e una caratteristica peculiare della logica moleco- 
lare della cellula. Se il sito di legame presente in una pro- 
teina è complementare a uno degli isomeri di un composto 
chirale, non può esserlo anche per l’altro isomero, per lo 
stesso motivo per cui non è possibile indossare un guanto 
sinistro nella mano destra. Alcuni esempi particolarmen- 
te rilevanti della capacità dei sistemi biologici di distin- 
guere gli stereoisomeri sono presentati nella Figura 1.24. 
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CARI 
DOT 
H,C_ _CHy 
Cc 
“ay 
Sa P H 
CHo 
(R)-Carvone 
(essenza di menta) 
"NH 3 
00 ce N 2° 
000 PAN PAS 
CHa î pre OCH3 
o Ch: di 
Ck 
HC_ CH 
C 
H 


L-Aspartil-1-fenil-alanina metil estere 
(aspartame) (dolce) 


(S)-Citalopram 
(ha effetto terapeutico) 


Figura 1.24 Gli stereoisomeri producono effetti diversi 
nell'uomo. (a) Due stereoisomeri del carvone: l'(R)-carvone (isolato 
dall'essenza di menta) ha la caratteristica fragranza della menta; 
I'(S)-carvone (isolato dall'olio di semi di cumino) odora di cumino. 
(b) L'aspartame, un dolcificante artificiale, viene facilmente distinto 
dai recettori gustativi dal suo stereoisomero amaro, anche se i due 
composti differiscono solo per la configurazione intorno a uno dei 


(a) 


(b) 


(e) 
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Figura 1.23 Adattamento strutturale complementare tra 
una macromolecola e una piccola molecola. Una molecola di 
glucosio si adatta perfettamente all'interno di una tasca presente 
sulla superficie dell'enzima esochinasi (PD BID 3B8A) secondo 

un orientamento che è stabilizzato da diverse interazioni non 
covalenti che si instaurano tra la proteina e lo zucchero. Questa 
rappresentazione della molecola dell'esochinasi è stata realizzata 
al computer utilizzando un programma che è in grado di 
calcolare la forma della superficie esterna di una macromolecola, 
definita tramite i raggi di van der Waals di tutti gli atomi della 
molecola, oppure tramite il “volume di esclusione del solvente”, 
cioè il volume all'interno del quale le molecole d'acqua non 
possono penetrare. 


a 
Ok PN 
TOT 
HoC_ _CHo 
Ca 
HT "c=cA; 
CH3 
(S)-Carvone 
(cumino) 
“NH3 
i Casei 20 
00020 N 
CHa C pae OCH3 
I g Si 
O | 2 
Cc 
ag CH 
H 
L-Aspartil-p-fenil-alanina metil estere 
(amaro) 
F 
Vu 
SC N 
\ 
(CI 
C 
4 
N 4 


(R)-Citalopram 
(non ha effetto terapeutico) 


due atomi di carbonio chirali. (c) Il farmaco antidepressivo citalopram, 
un inibitore selettivo del ricircolo della serotonina, è una miscela 
racemica dei due stereoisomeri mostrati nella figura, ma solo 
I'(S)-citalopram (ossalato di escitalopran) ha un effetto terapeutico. 
Come è prevedibile, una preparazione pura di (S)-citalopram ha un 
effetto doppio rispetto alla miscela racemica. 
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Le classi più comuni delle reazioni chimiche che si in- 
contrano in un corso di biochimica sono descritte nel Ca- 
pitolo 13, come introduzione allo studio del metabolismo. 


SOMMARIO 1.2 
Fondamenti di chimica 

e Per la sua versatilità nel formare legami, il carbonio 
può dare origine a un’ampia gamma di scheletri carbo- 
niosi, con diversi gruppi funzionali; sono questi gruppi 
funzionali che conferiscono alle biomolecole non solo 
le proprietà chimiche, ma anche quelle biologiche. 

e Nelle cellule viventi sono presenti circa un migliaio di 
piccole molecole, pressoché ubiquitarie; le reazioni di 
interconversione di queste biomolecole nelle vie me- 
taboliche principali si sono conservate durante l’evolu- 
zione. 

e Le proteine e gli acidi nucleici sono polimeri lineari co- 
stituiti da semplici unità monomeriche; le loro sequen- 
ze contengono l’informazione che conferisce a ciascun 
polimero la sua struttura tridimensionale e la sua fun- 
zione biologica. 

e La configurazione molecolare può essere cambiata 
solo rompendo i legami covalenti. Per ogni atomo di 
carbonio con quattro gruppi sostituenti diversi (car- 
bonio chirale), i quattro gruppi sostituenti possono 
essere disposti in due modi diversi, generando ste- 
reoisomeri con proprietà diverse. Solo uno di essi è 
biologicamente attivo. La conformazione molecolare, 
invece, si riferisce alla posizione degli atomi nello spa- 
zio e può essere cambiata semplicemente ruotando i 
legami intorno ai loro assi, senza rottura di legami co- 
valenti. 

e Le interazioni tra le molecole di interesse biologico sono 
quasi sempre stereospecifiche e richiedono un adatta- 
mento preciso tra strutture complementari di molecole 
che interagiscono tra loro. 


Fondamenti di fisica 


Le cellule e gli organismi viventi devono compiere un la- 
voro per rimanere vivi e per riprodursi. Le reazioni di sin- 
tesi che si svolgono nelle cellule, come i processi di sintesi 
in una fabbrica, richiedono un apporto di energia. È neces- 
saria energia per il movimento di un batterio o per la corsa 
di un atleta olimpionico, per la luce emessa da una lucciola 
o per la scarica elettrica di un’anguilla. Anche la conserva- 
zione e l’espressione dell’informazione richiedono energia, 
senza la quale le strutture ricche di informazione divente- 
rebbero inevitabilmente disorganizzate e prive di senso. 
Nel corso dell’evoluzione le cellule hanno sviluppato 
meccanismi altamente efficienti per accoppiare l'energia 
ottenuta dalla luce solare o da combustibili chimici con i 
molti processi che consumano energia che devono effet- 
tuare. Uno degli obiettivi della biochimica è comprende- 
re, in termini quantitativi e chimici, i meccanismi deputa- 
ti all'estrazione, all’incanalamento e al consumo di ener- 
gia nelle cellule viventi. Le conversioni energetiche cellu- 
lari, come le altre conversioni di energia, possono essere 
considerate nel contesto delle leggi della termodinamica. 
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e Gliorganismi viventi si trovano in uno stato stazionario 
dinamico, mai in equilibrio con l’ambiente circostante 

Le molecole e gli ioni che compongono un organismo vi- 
vente sono differenti dal punto vista qualitativo e quan- 
titativo da quelli dell'ambiente circostante. Un parame- 
cio in uno stagno, uno squalo nell’oceano, un batterio nel 
terreno, un albero di mele in un frutteto hanno tutti una 
composizione ben differente da quella dell'ambiente e, 
una volta raggiunto il loro pieno sviluppo, mantengono 
una composizione pressoché costante, mentre l’ambiente 
è soggetto a continui mutamenti. 

Anche se la composizione caratteristica di ogni orga- 
nismo cambia poco nel tempo, la popolazione delle mo- 
lecole che lo compongono non è affatto statica. Le picco- 
le molecole, le macromolecole e i complessi sopramole- 
colari vengono continuamente sintetizzati e demoliti in 
reazioni che richiedono un flusso costante di massa e di 
energia attraverso il sistema. Le molecole di emoglobina 
che in questo momento stanno trasportando l’ossigeno 
dai polmoni al cervello di chi legge sono state sintetiz- 
zate circa un mese fa. Durante il prossimo mese saranno 
degradate, e completamente sostituite da nuove mole- 
cole di emoglobina. Il glucosio ingerito durante l’ultimo 
pasto in questo momento si trova nel circolo sanguigno e 
nel giro di un giorno verrà convertito in qualcos'altro, per 
esempio in anidride carbonica o grassi, e sarà necessario 
rimpiazzarlo con altre molecole di glucosio, in modo che 
la concentrazione di questo zucchero rimanga più o me- 
no costante nell’arco della giornata. Le quantità di emo- 
globina e di glucosio nel sangue variano poco, dato che 
la velocità di sintesi o di rifornimento di questi composti 
è pari alla velocità della loro degradazione, del loro con- 
sumo o della loro conversione in altri prodotti. Il mante- 
nimento di una concentrazione costante è il risultato di 
uno stato stazionario dinamico, ben lontano dalla condi- 
zione di equilibrio. Il mantenimento dello stato stazio- 
nario richiede un continuo apporto di energia. Quando 
una cellula non è più in grado di produrre energia, muo- 
re e comincia a tendere verso l’equilibrio con l’ambiente 
circostante. Vediamo ora cosa si intende esattamente per 
“stato stazionario” ed “equilibrio”. 


e Gliorganismitrasformano l'energia e la materia ottenuta 
dall'ambiente 
Per una reazione chimica che avviene in soluzione possia- 
mo definire come sistema l’insieme di tutti i reagenti e i 
prodotti, compreso il solvente che li contiene, e l'atmosfera 
circostante; cioè tutto quello che è compreso in una data 
regione dello spazio. Il sistema e il suo ambiente circostan- 
te costituiscono l’universo. Se il sistema non scambia né 
energia, né materia con il suo ambiente circostante, è de- 
finito isolato. Se il sistema scambia energia, ma non mate- 
ria, è chiuso. Se scambia sia energia che materia è aperto. 
Gli organismi viventi sono sistemi aperti, poiché scam- 
biano sia energia che materia con l’ambiente circostante. 
Essi ricavano l’energia dall'ambiente circostante in due 
modi: (1) assumono combustibili chimici (come il gluco- 
sio) dall'ambiente esterno e li ossidano liberando energia 
(vedi il Box 1.3, caso 2) oppure (2) assorbono energia dal- 
la luce solare. 
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Box 1.3 Entropia: i vantaggi di essere disorganizzati 
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Il termine “entropia”, che letteralmente significa “cam- 
biamento all’interno”, fu utilizzato perla prima volta nel 
1851 da Rudolf Clausius, uno degli studiosi che hanno 
formulato la seconda legge della termodinamica. Essa 
si riferisce alla casualità o disordine dei componenti di 
un sistema chimico. Quello di entropia è un concetto 
centrale in biochimica. La vita necessita infatti del con- 
tinuo mantenimento dell’ordine in opposizione alla 
forte tendenza della natura ad accrescere la casualità 
e il disordine. Una definizione quantitativa rigorosa di 
entropia comporta considerazioni statistiche e proba- 
bilistiche. Tuttavia, la sua natura può essere dimostrata 
qualitativamente da tre semplici esempi, ognuno dei 
quali dimostra un solo aspetto dell’entropia. I concetti 
chiave dell’entropia sono la casualità e il disordine, che 
si manifestano in modi differenti. 


Caso 1:il bollitore e l'irregolarità del calore 

Sappiamo che il vapore prodotto dalla bollitura dell’ac- 
qua può compiere un lavoro utile. Ma supponiamo di 
spegnere il fornello sotto un bollitore pieno di acqua a 
100 °C (il “sistema”) in cucina (l’“ambiente circostante”) 
e lasciarlo raffreddare. Durante il raffreddamento non 
viene prodotto lavoro, ma il calore passa dal bollitore 
all'ambiente circostante aumentando la temperatura 
dell’ambiente (la cucina) di un valore piccolissimo, fino 
a che viene raggiunto il completo equilibrio. A questo 
punto tutte le parti del bollitore e la cucina sono alla 
stessa temperatura. L’energia libera, che una volta era 
concentrata nel bollitore pieno di acqua a 100 °C poten- 
zialmente capace di compiere un lavoro, è scomparsa. Il 
suo equivalente in energia termica è ora presente nel 
sistema bollitore + cucina (l’‘universo”) ma è comple- 
tamente disperso in ogni parte dell’universo. Questa 
energia non è più utilizzabile per compiere un lavoro 
poiché non vi è differenza di temperatura all’interno 
della cucina. Inoltre l'aumento di entropia della cucina 
(l’ambiente circostante) è irreversibile. Noi sappiamo 
dall’esperienza quotidiana che il calore non ritorna mai 
spontaneamente dalla cucina al bollitore per riportare 
la temperatura dell’acqua nuovamente a 100 °C. 


Caso 2: l'ossidazione del glucosio 

Lentropia non è solo uno stato di energia ma anche di 
materia. Gli organismi aerobici (eterotrofi) estraggono 
energia libera dal glucosio che ottengono dall'ambiente 
circostante, ossidandolo con l’O;, anch’esso ricevuto 
dall’ambiente. I prodotti finali di questo metabolismo 
ossidativo, CO, e H,0 vengono restituiti all'ambiente. In 
questo processo l’ambiente subisce un aumento di entro- 
pia, mentre l’organismo in se stesso rimane in uno stato 
stazionario e non va incontro a cambiamenti nell’ordine 
interno. Anche se un aumento dell’entropia si origina 
spesso dalla dissipazione del calore, esso può anche de- 
rivare da un altro tipo di disordine, rappresentato dalla 
reazione di ossidazione del glucosio: 


CxH20 + 60, ——> 6C0, + 6H,0 


Possiamo rappresentare schematicamente questi pro- 
cessi: 


7 molecole 12 molecole 
A-L 

_ CO, 

O, A (un gas) 
(un gas) 

n 7 H,0 

Glucosio \- H2 

(un solido) tixxt+ (un liquido) 


Gli atomi contenuti in una molecola di glucosio più 
6 molecole di ossigeno, un totale di 7 molecole, sono 
dispersi in maniera più disordinata dalla reazione di 
ossidazione e sono ora presenti sotto forma di 12 mole- 
cole (6CO, + 6H;0). 

Quando una reazione chimica determina un aumento 
del numero di molecole, o quando una sostanza solida è 
convertita in prodotti liquidi o gassosi, che mostrano una 
maggiore libertà di movimento molecolare rispetto ai so- 
lidi, il disordine molecolare, e quindi l'entropia, aumenta. 


Caso 3: informazione ed entropia 

In questa breve citazione tratta dal Giulio Cesare, Atto 
IV, Scena 3, Bruto, quando capisce che deve fronteggiare 
l’esercito di Marco Antonio, dice: 


There is a tide in the affairs of men, 

Which, taken at the flood, leads on to fortune; 
Omitted, all the voyage of their life 

Is bound in shallows and in miseries. 


[C'è una specie di marea nella vita degli uomini, con i suoi alti e bassi. Se 
si approfitta dell'alta marea, la fortuna ci arride. Se non se ne approfitta, 


il viaggio della vita umana si arena su bassi fondali e miseria.] 


Oltre a ciò che questa citazione dice esplicitamente, 
vi sono molti significati nascosti. Essa non solo riflette 
una complessa sequenza di eventi nel Giulio Cesare, ma 
riecheggia anche le idee di Shakespeare sul conflitto, 
l'ambizione e le pretese del potere. Questo brano, pro- 
prio per la comprensione della natura umana da parte di 
Shakespeare, è molto ricco di informazioni. 

Nonostante ciò, se le 125 lettere ordinate in questa cita- 
zione fossero lasciate cadere in una completa casualità, in 
un modello caotico, come mostrato nella figura riportata 
sotto, esse non avrebbero alcun significato. 


> (segue) 
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Box 1.3P_(segue 


In questa forma le 125 lettere contengono poca o nes- 
suna informazione, ma sono molto ricche di entropia. 
Queste considerazioni hanno portato alla conclusione 
che l’informazione è una forma di energia; l’informa- 
zione è stata definita “entropia negativa”. Infatti, la 
branca della matematica chiamata informatica, che 


Il primo principio della termodinamica, la legge di con- 
servazione dell’energia, stabilisce che: in ogni processo chi- 
mico o fisico la quantità totale di energia dell'universo rimane 
costante, anche se le forme in cui si presenta l’energia possono 
cambiare. Ciò significa che, mentre l’energia viene “utiliz- 
zata” da un sistema, essa non viene “consumata”, ma con- 
vertita in un’altra forma, per esempio l’energia potenziale 
di un legame chimico può essere trasformata in un’ener- 
gia cinetica come il calore o il movimento. Le cellule sono 
eccellenti trasformatori (trasduttori) di energia, in grado 
di interconvertire con grande efficienza l'energia chimi- 
ca, elettromagnetica, meccanica e osmotica (Figura 1.25). 


e Il flusso degli elettroni fornisce energia agli organismi 
Quasi tutti gli organismi viventi traggono la loro energia, 
direttamente o indirettamente, dalla luce solare. Nei fo- 
toautotrofi, la scissione dell’acqua mediata dalla luce nel- 
la fotosintesi rilascia gli elettroni necessari per la riduzione 
della CO; e per il rilascio dell'O, nell'atmosfera: 


luce 


LL 
660,4 6H;00—>> GO +60; 


(riduzione della CO; mediata dalla luce) 


Le cellule e gli organismi non fotosintetici (chemiotrofi) 
ricavano l’energia di cui hanno bisogno ossidando i pro- 
dotti della fotosintesi ricchi di energia e trasferendo poi gli 
elettroni all’O, atmosferico per formare acqua, CO; e altri 
prodotti terminali che saranno poi riciclati nell'ambiente: 


CeH1206 < 60, —>6C0, * 6H;0 + energia 
(ossidazione del glucosio che produce energia) 


Quindi gli autotrofi e gli eterotrofi partecipano al ciclo 
globale dell'O; e della CO;, mediato dalla luce solare, che 
rende questi due grandi gruppi di organismi interdipen- 
denti. Praticamente tutte le trasduzioni energetiche cel- 
lulari dipendono da un flusso di elettroni “in discesa” da 
una molecola all'altra, passando da un potenziale elettro- 
chimico maggiore a un potenziale minore. Formalmente, 
questo meccanismo è simile al flusso elettronico in un cir- 
cuito elettrico alimentato da una batteria. Tutte le reazio- 
ni che comportano un flusso di elettroni sono reazioni di 
ossidoriduzione: un reagente si ossida (perde elettroni), 
mentre un altro si riduce (acquista elettroni). 


e Percreare e mantenere l'ordine sono necessari lavoro 

ed energia 
Come si è già detto, il DNA, ’PRNA e le proteine sono ma- 
cromolecole informazionali. La sequenza delle loro unità 
costitutive monomeriche contiene l'informazione, proprio 
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è fondamentale per la logica di programmazione dei 
computer, è strettamente correlata alla teoria termodi- 
namica. Gli organismi viventi sono altamente ordinati, 
con strutture non casuali, immensamente ricche di in- 
formazioni e quindi povere di entropia. 


* Nutrienti nell'ambiente 
(molecole complesse come 


Energia potenziale 7 ; 
Sla P zuccheri e grassi) 


* Luce solare 
(a) 


Trasformazioni chimiche 
all’interno della cellula 


La trasduzione 
energetica 
porta anche 
alla produzione 
di lavoro 


Lavoro cellulare: 

* sintesi chimiche 

* lavoro meccanico 

* gradienti osmotici ed elettrici 

® produzione di luce 

* trasferimento delle informazioni 
genetiche 


(b) 


Calore 


(c) 


Aumento del disordine 
(entropia) nell'ambiente 


Il metabolismo produce composti 
più semplici delle molecole iniziali 
di combustibile: CO,, NH3, 

H;0, HPO}- 


(d) 


Diminuzione del disordine 
(entropia) nel sistema 


I composti semplici polimerizzano 
formando macromolecole ricche 
di informazioni: DNA, RNA, 
proteine 


(e) 


Figura 1.25 Alcune interconversioni di energia negli 
organismi viventi. Dal momento che l'energia metabolica 

viene utilizzata per compiere lavoro cellulare, il disordine del 
sistema e dell'ambiente (espresso quantitativamente come 
entropia) aumenta se l'energia potenziale delle molecole nutrienti 
complesse diminuisce. (a) Gli organismi viventi ricavano l'energia 
dall'ambiente circostante; (b) ne convertono una parte in una 
forma capace di produrre lavoro; (c) ne restituiscono una parte 
all'ambiente sotto forma di calore; (d) rilasciano prodotti finali 
meno organizzati di quelli di partenza, generando un aumento 
dell'entropia dell'universo. Uno degli effetti di queste trasformazioni 
è (e) un aumento dell'ordine (una diminuita casualità) del sistema 
dovuto alla formazione di macromolecole complesse. Torneremo a 
un'analisi quantitativa dell'entropia nel Capitolo 13. 
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come le lettere che compongono questa frase. Oltre a usare 
l’energia chimica per formare i legami covalenti che lega- 
no tra loro le singole unità, la cellula deve spendere ener- 
gia per ordinarle nella giusta sequenza. È estremamente 
improbabile che gli amminoacidi presenti in una miscela 
si leghino l’uno all’altro spontaneamente, formando una 
proteina con una sequenza specifica. Questo comporte- 
rebbe un aumento di ordine in una popolazione di mole- 
cole, mentre sappiamo che, per il secondo principio della 
termodinamica, in natura il disordine tende ad aumenta- 
re: l'entropia totale dell'universo tende continuamente ad au- 
mentare. Quindi, per la sintesi delle macromolecole a par- 
tire dalle loro unità costitutive occorre fornire energia li- 
bera al sistema (in questo caso la cellula). 


59 La casualità, o disordine, dei componenti di un si- 


stema chimico viene espressa come entropia, S (Box 
1.3). Qualunque variazione del disordine del sistema vie- 
ne espressa come variazione di entropia, AS, che per con- 
venzione ha un valore positivo 
quando il disordine aumenta. 
J. Willard Gibbs ha sviluppato 
la teoria sulle variazioni ener- 
getiche che avvengono duran- 
te le reazioni chimiche, dimo- 
strando che il contenuto di 
energia libera, G, di un siste- 
ma chiuso può essere definito 
in termini di tre quantità: l’en- 
talpia, H, che riflette il nume- 
ro e il tipo di legami; l’entropia 
(S), e la temperatura assoluta, 
T (in gradi Kelvin). La definizione dell’energia libera è G 
= H TS. Quando una reazione avviene a temperatura 
costante, la variazione di energia libera, AG, è deter- 
minata dalla variazione di entalpia, AH, che riguarda il ti- 
po e il numero di legami chimici e di interazioni non co- 
valenti che si formano e che si rompono, e dalla variazio- 
ne di entropia, AS, che descrive la variazione del disordi- 
ne del sistema: 


J. Willard Gibbs, 1839-1903 


AG=AH-TAS 


dove, per definizione, AH ha un valore negativo per una 
reazione che libera calore, e AS ha un valore positivo per 
un reazione che provoca un aumento del disordine del si- 
stema. 


Un processo tende ad avvenire spontaneamente solo se il 
AG è negativo (cioè se viene rilasciata energia libera du- 
rante il processo). Eppure la funzione della cellula dipen- 
de in larga misura da molecole, come le proteine e gli aci- 
di nucleici, per le quali l'energia libera di formazione è po- 
sitiva: le molecole sintetizzate sono meno stabili e più or- 
dinate dell'insieme delle loro unità costitutive. Per favo- 
rire lo svolgimento delle reazioni di sintesi delle proteine 
e degli acidi nucleici termodinamicamente sfavorite, che 
cioè richiedono energia (reazioni endoergoniche), la cel- 
lula deve accoppiarle ad altre reazioni che liberano ener- 
gia (reazioni esoergoniche), in modo che l’intero proces- 
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so sia esoergonico, cioè che la somma delle variazioni di 
energia libera sia negativa. 

La fonte di energia libera prevalentemente utilizzata 
dalla cellula nelle reazioni accoppiate è l'energia rilascia- 
ta dalla rottura del legame fosfoanidridico dell’adenosina 
trifosfato (ATP; Figura 1.26) e della guanosina trifosfato 
(GTP). Nelle reazioni accoppiate mostrate sotto, ogni (P) 
rappresenta un gruppo fosforico: 


Amminoacidi —— proteina 


ATP > AMP + 


[o ATP > ADP +@)] 


AG; positivo (endoergonica) 
AG, negativo (esoergonica) 


Quando queste due reazioni sono accoppiate, la somma 
di AG; AG, è negativa, e l’intero processo è esoergonico. 
Grazie a questa strategia di accoppiamento, le cellule pos- 
sono sintetizzare e mantenere stabili i composti ricchi di 
informazioni, indispensabili per la vita. 


e  L'accoppiamento energetico collega le reazioni biologiche 

Il punto centrale della bioenergetica (lo studio delle trasfor- 
mazioni dell’energia nei sistemi viventi) è capire come l’e- 
nergia ottenuta dai combustibili metabolici o dalla cattura 
della luce solare venga accoppiata alle reazioni che richie- 
dono energia. Per meglio comprendere l'accoppiamento 
di energia potenziale considereremo un semplice esempio 
meccanico, come mostrato nella Figura 1.27a. Un oggetto 
posto alla sommità di un piano inclinato possiede una cer- 
ta quantità di energia potenziale che dipende dall’altezza 


oH OH 
P}_Adenosina (Adenosina trifosfato, ATP) 


@O) 


"O-P-0H + (P)-(P)-Adenosina 
LI (Adenosina difosfato, ADP) 


Fosfato inorganico (P.) 


OH O 
D» Fa 
O-P_0-P_0H + ( \P} Adenosina 
LI LI (Adenosina monofosfato, AMP) 


Pirofosfato inorganico (PP.) 


Figura 1.26 L'adenosina trifosfato (ATP) fornisce energia. 

In questa figura ciascun (P) rappresenta un gruppo fosforico. 

La rimozione del gruppo fosforico terminale (in rosa) dell'ATP, 
mediante la rottura del legame fosfoanidridico con formazione di 
adenosina difosfato (ADP) e fosfato inorganico (HPO}-), è fortemente 
esoergonica; perciò nella cellula la reazione viene accoppiata a 
molte altre endoergoniche (come nell'esempio della Figura 1.27b). 
L'ATP fornisce energia per molti processi cellulari rilasciando anche 

i due fosfati terminali sotto forma di pirofosfato (H,P,07-), spesso 
abbreviato PP,. 
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(a) Esempio meccanico 


AG>0 AG<0 
Lavoro svolto A Perdita 
per sollevare Se di energia 


x 


Tote 


Sa potenziale 


, 


Esoergonico I 


MI Endoergonico 


(b) Esempio chimico 


Reazione 2: 


ATE GODE Reazione 3: 


Glucosio + ATP> 
glucosio 6-fosfato + ADP 


Reazione 1: 
Glucosio + P; > 
glucosio 6-fosfato 


AG, 


Energia libera, G 


AG, 


AG; = AG, + AG, 


Coordinata di reazione 


Figura 1.27 Accoppiamento energetico tra processi chimici e 
meccanici. (a) Il moto verso il basso di un oggetto rilascia energia 
potenziale che può generare un lavoro meccanico. L'energia 
potenziale resa disponibile dal moto spontaneo verso il basso, 

un processo esoergonico (parte in rosso chiaro), può essere 
accoppiata al movimento verso l'alto di un altro oggetto, un 
processo endoergonico (parte in azzurro). (b) La reazione chimica 1, 
la formazione di glucosio 6-fosfato da glucosio e fosfato inorganico 
(P;)), genera un prodotto la cui energia è più elevata di quella dei due 
reagenti. In questa reazione endoergonica il valore di AG è positivo. 
Nella reazione 2, la scissione esoergonica dell'adenosina trifosfato 
(ATP) ha una variazione di energia libera (AG,) fortemente negativa. 
La terza reazione è la somma delle reazioni 1 e 2, e la variazione di 
energia libera, AG, è la somma aritmetica di AG; e AG,. Essendo 
AG; negativo, la reazione complessiva è esoergonica e procede 
spontaneamente. 


della sua posizione. Esso tende a scivolare verso il basso 
lungo il piano, perdendo l’energia potenziale che derivava 
dalla sua posizione man mano che si avvicina al pavimen- 
to. Quando un appropriato dispositivo munito di spago e 
puleggia accoppia l'oggetto che scende a un altro più pic- 
colo, il moto spontaneo verso il basso può spingere verso 
l’alto l'oggetto più piccolo, svolgendo una certa quantità di 
lavoro. La quantità di energia disponibile per produrre un 
lavoro è la variazione di energia libera, AG; questa sarà 
sempre inferiore alla quantità teorica di energia rilascia- 
ta, in quanto una parte viene dissipata come calore dovu- 
to all’attrito tra oggetto e piano. Più elevata è la posizione 
iniziale dell’oggetto, maggiore sarà l'energia rilasciata (AG) 
durante la discesa e maggiore sarà anche il lavoro che si 
potrà svolgere. L’oggetto più grande può sollevare quello 
più piccolo, perché si trova lontano dalla posizione di equi- 
librio: in precedenza, però, era stato trasportato in alto, al 
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di sopra del piano base, tramite un processo che richiede 
un apporto di energia. 

Come si può applicare questo esempio alle reazioni chi- 
miche? Le reazioni chimiche nei sistemi chiusi procedono 
spontaneamente fino a che non raggiungono l'equilibrio. 
Quando un sistema è all’equilibrio, la velocità di formazio- 
ne dei prodotti diventa uguale a quella con cui i prodotti 
stessi si riconvertono nei reagenti. Non vi è quindi una va- 
riazione netta nella concentrazione di reagenti e prodotti. 
La variazione di energia che si ha quando il sistema passa 
dallo stato iniziale a quello di equilibrio, in condizioni di 
pressione e temperatura costanti, è data dalla variazione 
di energia libera, AG. Il valore di AG dipende dalla natu- 
ra della reazione chimica e da quanto il sistema allo stato 
iniziale si trova lontano dalla condizione di equilibrio. Ogni 
composto coinvolto in una reazione chimica contiene una 
certa quantità di energia potenziale, dovuta al numero e al 
tipo di legami chimici presenti. Nelle reazioni che avven- 
gono spontaneamente, i prodotti possiedono meno ener- 
gia libera rispetto ai reagenti e quindi la reazione rilascia 
energia libera, che diventa disponibile e utile per compie- 
re lavoro. Le reazioni di questo tipo sono dette esoergoni- 
che; la diminuzione di energia libera che si verifica quan- 
do i reagenti sono convertiti in prodotti viene espressa con 
valori negativi. Le reazioni endoergoniche richiedono un 
apporto di energia e i loro valori di AG sono positivi. Co- 
me accade nei processi meccanici, solo una parte dell’e- 
nergia rilasciata da un sistema esoergonico può essere im- 
piegata per produrre un lavoro. Anche nei sistemi viventi 
una parte dell’energia viene dissipata sotto forma di calore 
oppure perduta, con conseguente aumento dell’entropia. 


e IvaloridiX,,e il AG° sono una misura della tendenza 

di una reazione a procedere spontaneamente 
La tendenza di una reazione chimica ad andare a compi- 
mento può essere espressa dalla sua costante di equilibrio. 
Per la reazione di trasformazione di a moli di A e b moli di 
B in c moli di C e d moli di D, 


aA+bB — cC + dD 


la costante di equilibrio, K.g, è data da 


P (CE 00 
+ TARDI 


dove [A]. è la concentrazione di A, [B].y è la concentra- 
zione di B, e così via, quando il sistema ha raggiunto l’equi- 
librio. Un valore elevato della K.j significa che la reazione 
tende a procedere fino a che i reagenti sono quasi comple- 
tamente trasformati in prodotti. 


i L'ATP e l'ADP sono all'equilibrio all’interno 


delle cellule? 
La costante di equilibrio, K 
2 X 10° m: 


eq» della seguente reazione è 


ATP — ADP + HPO?" 


Se le concentrazioni intracellulari sono: [ATP] = 5 mm, 
[ADP] = 0,5 mm e [P;] = 5 mm, la reazione precedente 
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all’interno delle cellule viventi è in una condizione di equi- 
librio? 


Soluzione La costante di equilibrio della reazione è da- 
ta dal rapporto: 


K.g = [ADP][P;]/[ATP] 


Dalle concentrazioni intracellulari misurate fornite nell’e- 
sercizio, possiamo calcolare il rapporto di azione di mas- 


sa Q: 


Q = [ADP][P;]/[ATP] = [0,5 mm] [5 mm]/[5 mm] 
= 0,5 mm = 5 X 1074M 


Questo valore è molto più piccolo del valore della costante 
di equilibrio della reazione (2 X 10° m), quindi la reazio- 
ne all’interno delle cellule è in una condizione molto lon- 
tana dall’equilibrio. [ATP] è molto più elevata e la [ADP] 
è molto più bassa di ciò che ci si può aspettare all’equili- 
brio. In che modo una cellula può mantenere il suo rap- 
porto [ATP]/[ADP] così lontano dall’equilibrio? La cellula 
mantiene questa condizione attraverso la continua estra- 
zione di energia dai nutrienti (come per esempio il gluco- 
sio) che utilizza per formare ATP a partire da ADP + P.. 


°. 
SZ La reazione catalizzata dall'esochinasi 
è all'equilibrio all’interno delle cellule? 


Per la reazione catalizzata dall’esochinasi: 
glucosio + ATP — glucosio 6-fosfato + ADP 


la costante di equilibrio, Kg, è 78 X 10°. Nelle cellule vi- 
venti di E. coli, [ATP|] = 5 mm; [ADP] = 0,5 mm; [glucosio] 
=2mme |glucosio 6-fosfato] = 1 mm. In E. coli, la reazio- 
ne è all’equilibrio? 


Soluzione All’equilibrio, 


Keq = 38 X 10° = [ADP] [glucosio 6-fosfato]/[ATP] [glucosio] 


Nelle cellule viventi, [ADP][glucosio 6-fosfato]/[ATP] 
[glucosio] = [0,5 mm][1 mm]/[5 mm][2 mm] = 0,05. La 
reazione è quindi lontana dall’equilibrio: le concentrazio- 
ni intracellulari dei prodotti (glucosio 6-fosfato e ADP) 
sono molto più basse dei valori che ci si aspetta di trova- 
re all'equilibrio, mentre quelle dei reagenti sono molto 
più elevate. La reazione tende quindi fortemente a pro- 
cedere verso destra. 


Gibbs dimostrò che il valore di AG (la variazione di ener- 

gia libera) per ogni reazione chimica è una funzione della 

variazione di energia libera standard, AG° - una co- 

stante caratteristica di ogni specifica reazione - e anche 

un termine che esprime le concentrazioni iniziali dei rea- 

genti e dei prodotti: 

c d 

AG = AG° + RT In EEE 

[A]? [B]? 

dove [A]; è la concentrazione iniziale di A, e così via; R è la 
costante dei gas; T la temperatura assoluta. 

AG è una misura di quanto un sistema è lontano dall’equi- 

librio. Quando la reazione ha raggiunto l'equilibrio, non vi 


(1.1) 
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è più energia associata, e non può svolgere alcun lavoro: 
AG = 0. Per questo caso speciale [A]; = [A]ey € così via, 
per i reagenti e per i prodotti, e 


[C]}IDI* _ [Ces IDI 


[ARIBP [AR,[BIÈ, 


Sostituendo 0 con AG e K_, con [CJ [D]î/ [A}} [B]? nell’e- 
quazione 1.1, si ottiene la relazione 


AG°=-—RTInK,y, 


da cui si può vedere che AG° è semplicemente un secondo 
modo (oltre a K.y) di indicare la forza trainante di una rea- 
zione. Poiché K.q è misurabile sperimentalmente, abbia- 
mo a disposizione un modo per determinare anche AG°, 
la costante termodinamica caratteristica di ogni reazione. 
AG e AG® si misurano in joule per mole (o in calorie per 
mole). Quando K. >> 1, il valore di AG° è grande e di se- 
gno negativo; quando K_j << 1, il valore di AG° è gran- 
de e di segno positivo. Conoscendo i valori misurati speri- 
mentalmente di K,, o di AG°, si potrà facilmente stabilire 
quali reazioni tendono ad andare a compimento e quali no. 

Bisogna però tenere presente che le costanti termodi- 
namiche come AG° indicano come procede una reazione 
per raggiungere il suo equilibrio, ma non dicono nulla sul 
tempo necessario per raggiungerlo. La velocità delle rea- 
zioni è determinata dai parametri della cinetica, che sarà 
trattata in dettaglio nel Capitolo 6. 

Negli organismi viventi, come nell’esempio meccanico 
nella Figura 1.27a, una reazione esoergonica può essere ac- 
coppiata a una reazione endoergonica, in modo da portare 
avanti reazioni altrimenti sfavorite. La Figura 1.27b (un ti- 
po di grafico chiamato grafico della coordinata di reazio- 
ne) mostra questo principio applicato alla conversione di 
glucosio a glucosio 6-fosfato, la prima tappa della via di os- 
sidazione del glucosio. Il modo più semplice per produrre 
glucosio 6-fosfato potrebbe essere: 


Reazione 1: Glucosio + P; + glucosio 6-fosfato 


(endoergonica; AG; è positivo) 


(P; è un’abbreviazione di fosfato inorganico, HPO77. Non 
ci soffermeremo ora sulla struttura di questi composti; li 
incontreremo e li analizzeremo in dettaglio più avanti nel 
testo.) Questa reazione non avviene spontaneamente; il 
valore di AG è positivo. Nelle cellule può avvenire una se- 
conda reazione fortemente esoergonica: 


Reazione 2: ATP — ADP + Pj 
(esoergonica; AG, è negativo) 


Queste due reazioni chimiche presentano un intermedio 
in comune, P;, che è consumato nella reazione 1 e prodot- 
to nella reazione 2. Le due reazioni possono essere accop- 
piate (sommate) per dare origine a una terza reazione, che 
possiamo scrivere come la somma delle reazioni 1 e 2, in 
cui l’intermedio comune, P;, viene eliminato da entrambi 
i lati dell'equazione: 


Reazione 3: Glucosio + ATP — glucosio 6-fosfato + ADP 


Poiché nella reazione 2 viene rilasciata più energia di 
quanta non sia utilizzata dalla reazione 1, la variazione 
di energia libera nella reazione 3, AG;, è negativa, e la 
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sintesi di glucosio 6-fosfato diventa quindi possibile me- 
diante la reazione 3. 


Le variazioni di energia libera standard sono 
addizionabili 

Dato che la variazione di energia libera standard per la rea- 
zione glucosio + P; — glucosio 6-fosfato è pari a 13,8 kJ/ 
mole e che la variazione di energia libera standard per la 
reazione ATP — ADP + P; è pari a —-30,5 kJ/mole, qual 
è la variazione di energia libera standard per la reazione 
glucosio + ATP — glucosio 6-fosfato + ADP? 


Soluzione Possiamo scrivere l'equazione di questa rea- 
zione come somma delle altre due reazioni: 


(1) glucosio + P,— glucosio 6-fosfato 
AG = 13,8 kJ/mole 


(2) ATP — ADP + P; AG; = -30,5 kJ/mole 


Somma: glucosio + ATP — glucosio 6-fosfato + ADP 
AGSmma = — 16,7 kJ/mole 


La variazione di energia libera standard di due reazioni 
che si sommano in una terza è semplicemente la somma 
delle variazioni di energia libera standard delle due rea- 
zioni singole. Un valore negativo di AG° (—16,7 kJ/mole) 
indica che la reazione tenderà ad avvenire spontaneamente. 


L’accoppiamento di reazioni esoergoniche ed endoergoni- 
che tramite un intermedio comune è di fondamentale im- 
portanza per gli scambi energetici nei sistemi viventi. Co- 
me vedremo, le reazioni di demolizione dell'ATP (come la 
reazione 2 della Figura 1.27b) rilasciano energia, che ser- 
ve per i processi endoergonici cellulari. La demolizione 
dell'ATP nella cellula è esoergonica, perché tutti gli organi- 
smi viventi mantengono una concentrazione di ATP ben lon- 
tana dalla concentrazione all'equilibrio. Ed è proprio questa 
condizione di non equilibrio che fa dell’ATP il più impor- 
tante trasportatore di energia chimica della cellula. Come 
vedremo più in dettaglio nel Capitolo 13, non è la demo- 
lizione dell'ATP in ADP e P; che fornisce l'energia per ali- 
mentare le reazioni endoergoniche, ma è il trasferimento 
di un gruppo fosforico dall’ATP a un’altra molecola (il glu- 
cosio, se consideriamo l’esempio considerato in preceden- 
za) che conserva parte del potenziale chimico originaria- 
mente presente nell’ATP. 


È Il costo energetico della sintesi dell'ATP 


Se la costante di equilibrio, K.q, della reazione 


eq 


ATP — ADP + P; 


è 2,22 X 10° m, calcolate la variazione di energia libera 
standard, AG°, per la sintesi dell’ATP a partire da ADP e 
Pia 25 °C. 


Soluzione Prima di tutto calcolate il AG° della reazio- 
ne riportata. 


AG° = — RTIn Kg 


= —(8,315 J/mole » K) (298 K) (In 2,22 X 10°) 
= —30,5 kJ/mole 
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Questa è la variazione di energia libera standard della scis- 
sione o demolizione dell'ATP in ADP e P;. La variazione di 
energia libera standard per la reazione inversa di una da- 
ta reazione ha lo stesso valore assoluto ma segno opposto. 
La variazione di energia libera standard per la reazione 
inversa in questione è quindi 30,5 kJ/mole. Quindi, per 
sintetizzare 1 mole di ATP in condizioni standard (25 °C, 
e con concentrazioni di AT, ADP e P; tutte pari a 1 m), de- 
ve necessariamente essere fornita energia pari ad almeno 
30,5 kJ. La variazione di energia libera reale, all’interno 
delle cellule, pari a circa 50 kJ/mole, è maggiore del valo- 
re minimo richiesto poiché le concentrazioni di ATP, ADP 
e P; nelle cellule non sono quelle standard pari a 1 m (vedi 
l’Esercizio svolto 13.2 a pagina 523). 


SZ Variazione di energia libera standard per la 
sintesi del glucosio 6-fosfato 

Qual è la variazione di energia libera standard, AG°, in 

condizioni fisiologiche (EF. coli cresce nell’intestino uma- 

no a 37 °C), per la reazione seguente? 


glucosio + ATP — glucosio 6-fosfato + ADP 


Soluzione Per questa reazione abbiamo a disposizione la 
correlazione AG° = —RTInKX eil valore di K.y= 78 X 10° m. 
Sostituendo i valori di R, T e di K_, nell’equazione si ha: 


AG® = —(8,315 J/mole + K)( 310 K)(In 78 X 10°) 
= — 17 kJ//mole 


Si noti che questo valore è leggermente differente da quel- 
lo riportato nell’esercizio svolto 1.3. In quei calcoli abbia- 
mo assunto che la temperatura fosse pari a 25 °C (298 K), 
mentre in questo caso i calcoli sono stati effettuati utiliz- 
zando la temperatura fisiologica di 37 °C (310 K). 


e Glienzimi promuovono sequenze di reazioni chimiche 
Tutte le macromolecole sono termodinamicamente mol- 
to meno stabili rispetto alle subunità monomeriche, ma 
sono comunque cineticamente stabili; la loro demolizione 
in assenza di catalisi avviene così lentamente (nel corso di 
anni più che di secondi) che, in una scala temporale vali- 
da per l'organismo, queste molecole risultano stabili. Pra- 
ticamente ogni reazione chimica in una cellula avviene a 
una velocità significativa solo in presenza di enzimi, bio- 
catalizzatori che, come tutti gli altri catalizzatori, aumen- 
tano la velocità di specifiche reazioni chimiche senza es- 
sere consumati nel processo. 

La via di conversione del reagente (o dei reagenti) in 
prodotto (0 prodotti) quasi invariabilmente coinvolge una 
barriera energetica, chiamata energia di attivazione (Figu- 
ra 1.28), che deve essere superata affinché la reazione pos- 
sa procedere. La rottura dei legami esistenti e la formazio- 
ne di nuovi richiede generalmente per prima cosa la distor- 
sione dei legami e la creazione di uno stato di transizio- 
ne con un'energia libera più elevata rispetto ai reagenti e 
ai prodotti. Il punto più alto nel grafico della coordinata 
di reazione rappresenta lo stato di transizione, e la diffe- 
renza tra l'energia del reagente nel suo stato basale e nel- 
lo stato di transizione è l’energia di attivazione AG*. Un 
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Barriera di attivazione 
(stato di transizione, #) 


facts. 


Prodotti (B) 


$ 
A Ghon cat 


Reagenti (A) 


Energia libera, G 


Coordinata di reazione (A + B) 


Figura 1.28 Variazioni energetiche di una reazione chimica. 
L'elevata barriera di attivazione, che rappresenta lo stato di 
transizione (vedi il Capitolo 6), deve essere superata per la 
conversione dei reagenti A nei prodotti B, anche se i prodotti sono 
più stabili dei reagenti, come indica l'alto valore negativo della 
variazione di energia libera (AG). L'energia necessaria per superare 
la barriera di attivazione viene detta energia di attivazione (AG*). Gli 
enzimi catalizzano le reazioni abbassando la barriera di attivazione. 
Essi legano saldamente gli intermedi dello stato di transizione, 

e l'energia di legame di questa interazione riduce l'energia di 
attivazione da AG*,on cat (Curva blu) a AG*_; (curva rossa). (Si noti che 
l'energia di attivazione non è correlata alla variazione di energia libera 
della reazione, AG.) 


enzima catalizza una reazione fornendo un sito più adat- 
to per lo stato di transizione, cioè una superficie che risul- 
ta complementare allo stato di transizione per stereochi- 
mica, polarità e carica. Il legame dell’enzima allo stato di 
transizione è esoergonico, e l'energia rilasciata da questo 
legame riduce l’energia di attivazione della reazione e au- 
menta fortemente la velocità della reazione. 

Un ulteriore contributo alla catalisi si ha quando due 
o più reagenti si legano alla superficie dell'enzima vicini 
gli uni agli altri e con orientamenti stereospecifici che fa- 
voriscono la reazione. Questo aumenta di alcuni ordini di 
grandezza la probabilità di collisioni efficaci fra i reagen- 
ti. Come risultato di questi fattori e di molti altri (vedi il 
Capitolo 6), le reazioni catalizzate dagli enzimi procedono 
comunemente a una velocità 10! volte superiore rispetto 
alle reazioni non catalizzate (cioè a una velocità un milio- 
ne di milioni di volte superiore). 

Con poche eccezioni, i catalizzatori cellulari sono pro- 
teine (in alcuni casi le molecole di RNA svolgono ruoli ca- 
talitici, vedi i Capitoli 26 e 27). Sempre con poche eccezio- 
ni, ogni enzima catalizza una sola reazione specifica e ogni 
reazione in una cellula è catalizzata da un enzima diver- 
so. In ogni cellula sono quindi necessari migliaia di enzi- 
mi differenti. La molteplicità degli enzimi, la loro speci- 
ficità (la capacità di discriminare fra i reagenti) e la loro 
suscettibilità alla regolazione conferiscono alle cellule la 
capacità di abbassare selettivamente le barriere di attiva- 
zione. Questa selettività è fondamentale per la corretta 
regolazione dei processi cellulari. Permettendo a specifi- 
che reazioni di procedere a velocità significative in par- 
ticolari momenti, gli enzimi determinano il modo in cui 
materia ed energia sono incanalate nelle attività cellulari. 
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Le migliaia di reazioni catalizzate da enzimi nelle cel- 
lule sono organizzate funzionalmente in molte sequenze 
di reazioni consecutive, dette vie metaboliche, in cui il 
prodotto di una reazione diventa il reagente di quella suc- 
cessiva. Alcune vie degradano i nutrienti organici in pro- 
dotti finali semplici al fine di estrarre energia chimica e 
convertirla in una forma utilizzabile dalla cellula. Nel lo- 
ro insieme queste reazioni degradative che liberano ener- 
gia sono definite catabolismo. L'energia rilasciata dalle 
reazioni cataboliche favorisce la sintesi di ATP; di conse- 
guenza la concentrazione cellulare di questo composto è 
molto al di sopra della concentrazione di equilibrio e co- 
sì il valore di AG della sua scissione diventa molto grande 
e di segno negativo. In modo analogo il metabolismo de- 
termina la formazione delle forme ridotte dei trasporta- 
tori di elettroni NADH e NADPH; entrambe possono poi 
donare i loro elettroni in processi che generano ATP o fa- 
voriscono le tappe riduttive di vie biosintetiche. Altre vie 
iniziano con piccole molecole precursori che sono conver- 
tite in molecole progressivamente più grandi e complesse, 
tra cui le proteine e gli acidi nucleici. Tali vie sintetiche ri- 
chiedono un apporto di energia e sono complessivamen- 
te definite anabolismo. L'insieme complessivo delle vie 
catalizzate da enzimi costituisce il metabolismo cellula- 
re. LATP e i nucleosidi trifosfato energeticamente equiva- 
lenti citidina trifosfato (CTP), uridina trifosfato (UTP) e 
guanosina trifosfato (GTP) costituiscono la principale con- 
nessione tra i componenti anabolici e catabolici dell’inte- 
ro metabolismo (mostrato schematicamente nella Figu- 
ra 1.29.). Le vie costituite da reazioni catalizzate da enzi- 
mi coinvolgono molti componenti cellulari, come protei- 
ne, grassi, zuccheri e acidi nucleici, e sono praticamente 
identiche in tutti gli organismi viventi. 


e Ilmetabolismo è regolato per mantenere bilanciati 

gli intermedi e ottenere la massima economia 
Le cellule non solo sintetizzano simultaneamente migliaia 
di tipi diversi di carboidrati, grassi, proteine e acidi nucleici, 
insieme alle loro unità costitutive, ma lo fanno anche nelle 
quantità corrispondenti alle necessità della cellula in ogni 
circostanza. Per esempio, durante una rapida crescita cellu- 
lare, i precursori delle proteine e degli acidi nucleici devono 
essere sintetizzati in grande quantità, mentre nelle cellule 
quiescenti la richiesta dei precursori diminuisce. Gli enzi- 
mi chiave di ogni via metabolica sono regolati in modo che 
ciascun tipo di molecola precursore sia prodotta nella giu- 
sta quantità, capace di soddisfare le richieste della cellula. 

Consideriamo la via anabolica che in E. coli porta alla 
sintesi dell'’amminoacido isoleucina, un costituente delle 
proteine. La via comprende cinque tappe, catalizzate da 
cinque enzimi diversi (le lettere da A a F rappresentano 
gli intermedi della via). 


enzima 1 
B _—> C _— D _ E _—_— F 


Treonina Isoleucina 


Se la cellula comincia a produrre più isoleucina di quan- 
to è necessario per la sintesi delle proteine, la parte non 
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Figura 1.29 Ruolo centrale dell'ATP e dell’NAD(P)H nel 
metabolismo. L'ATP è l'intermedio comune, che collega i processi 
che rilasciano energia con quelli che richiedono energia. Il suo ruolo 
nei processi cellulari è analogo a quello della moneta corrente nelle 
transazioni economiche: l'ATP viene “guadagnato/prodotto” nei 
processi esoergonici e “speso/consumato” in quelli endoergonici. 

Il NAD(P)H, [nicotinammide adenin dinucleotide (fosfato)], è un 
cofattore trasportatore di elettroni, che riceve gli elettroni dalle 
reazioni ossidative e li cede, in varie reazioni riduttive, nei processi di 
biosintesi. Essendo presenti in concentrazioni relativamente basse, 
questi cofattori essenziali per le reazioni anaboliche devono essere 
costantemente rigenerati dalle reazioni cataboliche. 


utilizzata si accumula e l'aumento della concentrazione 
dell’amminoacido inibisce l’attività catalitica del primo 
enzima della via, riducendo così la produzione di isoleu- 
cina. Questo tipo di inibizione (inibizione retroattiva o 
a feedback) mantiene in equilibrio la produzione e l’uti- 
lizzo di ciascun metabolita intermedio. (Nel testo verrà 
usato il segno ® per indicare l’inibizione di una reazione 
enzimatica.) 

Anche se il concetto di vie specifiche può servire a or- 
ganizzare meglio lo studio del metabolismo nel suo insie- 
me, si tratta pur sempre di una semplificazione. Nella cel- 
lula vi sono migliaia di intermedi, molti dei quali fanno 
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parte di una o più vie metaboliche. Il metabolismo sareb- 
be meglio rappresentato da un intreccio di vie intercon- 
nesse e interdipendenti. Se la concentrazione di un meta- 
bolita cambia, ha inizio tutta una serie di effetti a cascata 
che influenzano il flusso di altre vie metaboliche. Le in- 
terazioni tra i metaboliti e le vie metaboliche a cui appar- 
tengono sono così complesse da scoraggiare ogni tentati- 
vo di studiare la regolazione in termini quantitativi. Tut- 
tavia, i nuovi approcci teorici e sperimentali, che vanno 
sotto il nome di biologia dei sistemi e saranno trattati 
nel Capitolo 15, hanno già dato interessanti informazio- 
ni sulla regolazione dell'intero metabolismo. 

Le cellule regolano anche la sintesi dei catalizzato- 
ri, gli enzimi che esse stesse producono, in risposta a un 
aumento o a una diminuzione di richiesta di un prodot- 
to del metabolismo. Questo sarà l'argomento trattato nel 
Capitolo 28. Anche l’espressione dei geni (la traduzione 
dell’informazione contenuta nel DNA in proteine attive) 
e la sintesi degli enzimi sono sottoposte a controllo me- 
tabolico nella cellula. Tutti questi fattori devono essere 
tenuti presenti, quando si studia il controllo globale del 
metabolismo cellulare. 


SOMMARIO 1.3 
Fondamenti di fisica 

e Le cellule sono sistemi aperti, che scambiano materia 
ed energia con l’ambiente circostante, estraendo e in- 
canalando l'energia per mantenere uno stato staziona- 
rio dinamico, lontano dall’equilibrio. Eenergia viene 
ottenuta dal sole o dai combustibili chimici, converten- 
do l’energia liberata dal flusso degli elettroni in legami 
chimici dell’ATP 

e La tendenza di una reazione chimica a procedere 
verso l'equilibrio può essere espressa dalla variazione 
di energia libera, AG, che ha due componenti: la varia- 
zione di entalpia, AH, e la variazione di entropia, AS. 
Queste variabili sono correlate dall’equazione AG = 
AH —TAS. 

e Quando il AG di una reazione è negativo, la reazione 
è esoergonica e tende ad andare a compimento; quan- 
do il AG è positivo, la reazione è endoergonica e tende 
ad andare nella direzione opposta. Quando due rea- 
zioni sono accoppiate e generano una terza reazione 
complessiva, il AG della reazione globale è dato dalla 
somma dei AG delle due reazioni separate. 

e Le reazioni che convertono l’ATP in P; e ADP o in AMP 
e PP; sono altamente esoergoniche (AG molto negati- 
vo). Molte reazioni cellulari endoergoniche sono rese 
possibili dall’accoppiamento, attraverso un intermedio 
comune, con reazioni fortemente esoergoniche. 

e La variazione di energia libera standard di una reazio- 
ne, AG°, è una costante fisica correlata alla costante di 
equilibrio dall’equazione AG° = — RT In Kg 

e La maggior parte delle reazioni cellulari procede a ve- 
locità consone alle necessità della cellula, grazie agli 
enzimi che le catalizzano. Gli enzimi agiscono in parte 
stabilizzando lo stato di transizione, riducendo l’ener- 
gia di attivazione, AG*, e aumentando la velocità di re- 
azione di molti ordini di grandezza. L’attività catalitica 
degli enzimi nella cellula è a sua volta regolata. 
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e Il metabolismo è la somma di molte reazioni tra loro 
correlate, che interconvertono i metaboliti cellulari. 
Ogni sequenza di reazioni è regolata in modo da forni- 
re alla cellula ciò di cui ha bisogno nel momento giusto 
e consumare energia solo quando è necessario. 


Fondamenti di genetica 


Forse la proprietà più rilevante delle cellule viventi e degli 
organismi è la loro capacità di riprodursi all'infinito con 
una fedeltà quasi perfetta. Questa continuità dei caratte- 
ri ereditari implica una costanza, per migliaia o milioni di 
anni, della struttura delle molecole che contengono l’infor- 
mazione genetica. Pochi reperti storici delle civiltà passate, 
come le incisioni sulla pietra o le sculture in rame (Figura 
1.30), sono sopravvissuti per migliaia di anni, ma alcune 
evidenze sperimentali ci dicono che l'informazione gene- 
tica negli organismi viventi è rimasta praticamente inva- 
riata per periodi di tempo molto più lunghi; molti batteri 
attuali hanno quasi la stessa dimensione, forma e struttura 
interna e contengono lo stesso tipo di precursori e di enzi- 
mi dei batteri che vissero quasi quattro miliardi di anni fa. 
Questa continuità di struttura e composizione è il risulta- 
to della continuità nella struttura del materiale genetico. 

Tra le scoperte fondamentali in campo biologico nel XX 
secolo vi è sicuramente la definizione della natura chimi- 
ca e della struttura tridimensionale del materiale geneti- 
co, l'acido deossiribonucleico o DNA. La sequenza del- 
le subunità monomeriche, i nucleotidi (più precisamente i 


(a) (b) 


Figura 1.30 Due antiche forme di scrittura. (a) Il Prisma di 
Sennacherib, con iscrizioni che risalgono circa al 700 a.C., descrive nei 
caratteri cuneiformi della lingua assira alcuni eventi storici avvenuti 
durante il regno del re Sennacherib. Il Prisma contiene circa 20 000 
caratteri, pesa circa 50 kg e si è conservato praticamente intatto 

per circa 2700 anni. (b) La molecola a catena singola di DNA del 
batterio E. coli, mostrata mentre sta uscendo da una cellula rotta, è 
centinaia di volte più lunga della cellula stessa e contiene codificate 
in sé tutte le informazioni necessarie per specificare la struttura e le 
funzioni della cellula. II DNA batterico contiene circa 4,6 milioni di 
caratteri (nucleotidi), pesa meno di 10-!° ge ha subito solo piccole 
modificazioni nel corso di milioni di anni. (Le macchie gialle e i puntini 
scuri in questa fotografia a colori al microscopio elettronico sono 
artefatti della preparazione.) 
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deossiribonucleotidi, come vedremo più avanti), di questo 
polimero lineare contiene le istruzioni per formare tutti 
gli altri componenti cellulari e fornisce uno stampo per la 
produzione di altre molecole di DNA identiche da distri- 
buire alla progenie quando la cellula si divide. Per la per- 
petuazione di una specie biologica è necessario che la sua 
informazione genetica sia mantenuta in una forma stabi- 
le, sia espressa accuratamente nella forma di prodotti ge- 
nici e sia riprodotta con il minimo di errori. L’immagazzi- 
namento, l’espressione e la riproduzione del messaggio ge- 
netico sono proprietà caratteristiche delle singole specie, 
che le distinguono le une dalle altre e assicurano la loro 
continuità nelle generazioni. 


e Lacontinuità genetica dipende da singole molecole di DNA 
Il DNA è un lungo, sottile polimero organico, una strana 
molecola il cui diametro ha dimensioni atomiche e una 
lunghezza che può essere di molti centimetri. Lo sperma- 
tozoo umano o la cellula uovo, che contengono le informa- 
zioni ereditarie elaborate in miliardi di anni di evoluzio- 
ne, trasmettono questa eredità sotto forma di molecole di 
DNA, in cui la sequenza lineare delle subunità nucleotidi- 
che legate covalentemente codifica il messaggio genetico. 

Normalmente, quando descriviamo le proprietà di una 
specie chimica, descriviamo il comportamento medio di 
un numero molto grande di molecole identiche. Mentre è 
difficile prevedere il comportamento di una singola mo- 
lecola in una quantità di materia pari a una picomole (cir- 
ca 6 X 10! molecole), si può invece prevedere il comporta- 
mento medio della molecola poiché un numero elevato di 
molecole presenta caratteristiche vicine ai valori medi. Il 
DNA cellulare è una rilevante eccezione. Il DNA che costi- 
tuisce il materiale genetico di E. coli è una singola molecola 
di 4,64 milioni di coppie di nucleotidi. Questa singola mo- 
lecola deve essere perfettamente replicata in ogni dettaglio 
perché una cellula di E. coli possa dare origine a una pro- 
genie identica mediante la divisione cellulare: non è pos- 
sibile calcolare medie in questo processo! Ciò è vero per 
tutte le cellule. Uno spermatozoo umano fornisce all’uo- 
vo che feconda una sola molecola di DNA per ognuno dei 
23 cromosomi diversi, che si combina con una sola mole- 
cola di DNA di ogni cromosoma corrispondente dell’uo- 
vo. Il risultato di questa unione è facilmente prevedibile: 
un embrione con tutti i suoi —25 000 geni, costituiti da 3 
miliardi di coppie di nucleotidi intatti. Un'impresa chimi- 
ca stupefacente! 


& Fedeltà della replicazione del DNA 


Calcolate il numero di volte che il DNA di una cellula di 
E. coli attuale è stato copiato accuratamente a partire dal 
batterio precursore, circa 3,5 miliardi di anni fa. Si conside- 
ri, per semplicità, che ogni cellula si divida, in media, ogni 
12 ore (un valore sovrastimato per i batteri attuali, ma pro- 
babilmente sottostimato peri batteri antichi). 


Soluzione 


(1 generazione /12 ore) (24 ore/giorno) (3,5 X 10? anni) 
= 2,6 X 10° generazioni 
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Una pagina di questo libro contiene circa 5000 caratteri, 
quindi l’intero libro contiene circa 5 milioni di caratteri. An- 
che il cromosoma di E. coli contiene circa 5 milioni di carat- 
teri (coppie di basi). Se voi faceste una copia a mano del li- 
bro e la passaste a un vostro compagno di classe, che la co- 
piasse ancora, e così via, quanto ogni copia somiglierebbe 
all’originale? Si può immaginare come sarebbe il libro do- 
po essere stato copiato alcune migliaia di miliardi di volte! 


e Lastruttura del DNA consente la sua replicazione 
e la sua riparazione con fedeltà quasi assoluta 

La capacità delle cellule viventi di preservare il proprio 
materiale genetico e di duplicarlo per generazioni succes- 
sive è il risultato della complementarità strutturale tra le 
due metà della molecola di DNA (Figura 1.31). unità di 
base del DNA è un polimero lineare di quattro diverse su- 
bunità monomeriche, i deossiribonucleotidi, organizza- 
ti in una specifica sequenza lineare. È questa sequenza li- 
neare che contiene l’informazione genetica. Due di que- 
sti filamenti sono avvolti a spirale l’uno sull’altro a for- 
mare la doppia elica tipica del DNA, in cui ogni deossiri- 
bonucleotide di un filamento si appaia con il deossiribo- 
nucleotide complementare sul filamento opposto. Prima 
che una cellula si divida i due filamenti di DNA si separa- 
no e ogni catena serve da stampo per la sintesi di un nuo- 
vo filamento complementare, generando due molecole a 
doppia elica identiche, una per ogni cellula figlia. Se un 
filamento è danneggiato la continuità dell’informazione 
è assicurata dall’informazione presente sull’altro filamen- 
to, che agisce come stampo per la riparazione del danno. 


e La sequenza lineare del DNA codifica proteine 

con strutture tridimensionali 
Finformazione nel DNA è codificata nella sua sequenza li- 
neare (unidimensionale) di subunità deossiribonucleotidi- 
che, ma l’espressione dell’informazione ha come risultato 
una cellula tridimensionale. Questo cambiamento da una a 
tre dimensioni avviene in due fasi. Una sequenza lineare di 
deossiribonucleotidi nel DNA codifica (attraverso l’interme- 
dio RNA) la produzione di proteine costituite da una corri- 
spondente sequenza lineare di amminoacidi (Figura 1.32). 
Le proteine si ripiegano in una particolare forma tridimen- 
sionale, determinata dalla loro sequenza amminoacidica e 
stabilizzata principalmente mediante interazioni non cova- 
lenti. Anche se la forma finale della proteina ripiegata è det- 
tata dalla sequenza di amminoacidi, il processo di ripiega- 
mento è aiutato da “chaperoni molecolari” (vedi la Figura 
4.30). La struttura tridimensionale, o conformazione na- 
tiva, della proteina è cruciale per la sua funzione. 

Una volta raggiunta la conformazione nativa, una pro- 
teina può associarsi con legami non covalenti ad altre pro- 
teine, ad acidi nucleici o a lipidi, per formare complessi 
sopramolecolari come i cromosomi, i ribosomi e le mem- 
brane. Le molecole singole che compongono questi com- 
plessi hanno specifici siti di legame ad alta affinità l’uno 
per l’altro; all’interno della cellula queste strutture si for- 
mano spontaneamente. 

Sebbene le sequenze amminoacidiche delle proteine 
contengano tutte le informazioni necessarie per il ripiega- 
mento, in modo che le proteine possano assumere la loro 
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Figura 1.31 Complementarità delle due catene del DNA. Il DNA 
è un polimero lineare costituito da quattro tipi di deossiribonucleotidi 
diversi: deossiadenilato (A); deossiguanilato (G); deossicitidilato 

(C) e deossitimidilato (T), uniti tra loro da legami covalenti. Ogni 
nucleotide, con la sua peculiare struttura tridimensionale, può 
associarsi specificamente, ma in modo non covalente, con un altro 
nucleotide della catena complementare: A si associa sempre conT, e 
G con C. Quindi, nella molecola a doppia elica del DNA, la sequenza 
dei nucleotidi in una catena è complementare alla sequenza dell'altra 
catena. Le due catene del DNA, tenute insieme da un gran numero di 
legami idrogeno (rappresentati dalle linee verticali blu) tra le coppie 
di nucleotidi complementari, si avvolgono l'una sull'altra, formando 
la doppia elica tipica del DNA. Nella replicazione del DNA le due 
catene (in blu) si separano e vengono sintetizzate due nuove catene, 
ciascuna con una sequenza complementare a una delle catene del 
filamento originario. Il risultato è la formazione di due molecole a 
doppia elica esattamente uguali fra loro e al DNA originario. 


corretta conformazione nativa, il raggiungimento di queste 
conformazioni e del corretto ripiegamento richiede specifi- 
che condizioni ambientali: pH, forza ionica, concentrazione 
di ioni metallici e così via. Quindi, la sola sequenza del DNA 
non è sufficiente a formare e mantenere una cellula in una 
condizione completamente funzionante. 
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Figura 1.32 Dal DNA all’RNA alla proteina all’enzima 
(esochinasi). Una sequenza lineare dei deossiribonucleotidi del 
DNA (il gene) che codifica la proteina esochinasi viene prima 
trascritta in una molecola di acido ribonucleico (RNA) con una 
sequenza complementare di ribonucleotidi. La sequenza dell'RNA 
(RNA messaggero) viene quindi tradotta nella catena lineare 
dell'esochinasi, che si ripiega nella sua forma nativa tridimensionale, 
molto probabilmente con l'aiuto di chaperoni molecolari. Una volta 
nella sua forma nativa, l'esochinasi acquista la sua attività catalitica, la 
fosforilazione del glucosio, usando l’ATP come donatore del gruppo 
fosforico. 


SOMMARIO 1.4 
Fondamenti di genetica 

e Finformazione genetica è codificata dalla sequenza li- 
neare di quattro deossiribonucleotidi nel DNA. 

e La doppia elica del DNA contiene uno stampo interno 
per la sua replicazione e riparazione. 

e Le molecole del DNA sono straordinariamente grandi, 
con pesi molecolari dell’ordine di milioni o miliardi di 
Dalton. 

e Nonostante la dimensione enorme del DNA, la se- 
quenza dei nucleotidi al suo interno è molto precisa 
e il mantenimento di questa sequenza precisa anche 
dopo lungo tempo costituisce la base della continuità 
genetica degli organismi. 

e La sequenza lineare degli amminoacidi di una protei- 
na, codificata nel DNA del gene per quella proteina, 
produce un’unica struttura tridimensionale della pro- 
teina, secondo un processo che dipende anche dalle 
condizioni dell'ambiente. 

e Singole macromolecole, dotate di specifiche affini- 
tà per altre macromolecole, si associano per formare 
complessi sopramolecolari. 
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Fondamenti di biologia dell'evoluzione 


Niente in biologia ha senso, se non alla luce dell’evolu- 

zione. 
Theodosius Dobzhansky, L'insegnante americano di biologia, 
marzo 1973 


I progressi della biochimica e della biologia molecolare 
degli ultimi decenni hanno confermato la validità dell’af- 
fermazione di Dobzhansky. La notevole somiglianza delle 
vie metaboliche e delle sequenze geniche nei tre domini 
della vita sostiene con forza l’ipotesi secondo la quale gli 
organismi attuali discendano da un comune progenitore 
attraverso una serie di piccoli cambiamenti (mutazioni), 
ciascuno dei quali conferisce un vantaggio selettivo ad al- 
cuni organismi in nicchie ecologiche particolari. 


e Levariazioni nelle istruzioni ereditarie sono alla base 

dell'evoluzione 
Nonostante la fedeltà quasi perfetta della replicazione 
genetica, vengono commessi errori, anche se poco fre- 
quenti, che provocano variazioni della sequenza nucleo- 
tidica del DNA, generando mutazioni genetiche e modi- 
ficazioni nelle istruzioni per la sintesi di un componente 
cellulare. Un qualsiasi danno in una delle due catene del 
DNA, se non riparato correttamente, provoca lo stesso ef- 
fetto. Mutazioni del DNA trasmesse ai discendenti, cioè 
mutazioni presenti nelle cellule deputate alla riproduzio- 
ne, possono essere dannose, o anche letali, per il nuovo 
organismo o per la nuova cellula. Per esempio, le muta- 
zioni possono provocare la sintesi di un enzima difetto- 
so, non più in grado di catalizzare una reazione metabo- 
lica essenziale. Occasionalmente, però, una mutazione 
migliora le caratteristiche dell'organismo o della cellula 
per la sopravvivenza nel proprio ambiente (Figura 1.33). 
Lenzima mutante potrebbe aver acquisito una specifici- 
tà leggermente diversa, che lo rende in grado di utilizza- 
re un composto che prima non metabolizzava. Se una po- 
polazione di cellule venisse a trovarsi in un ambiente do- 
ve quel composto è la sola o la più abbondante fonte di 
nutrimento, la cellula mutata avrebbe un vantaggio se- 
lettivo nei confronti delle cellule non mutate (tipo sel- 
vatico) di quella popolazione. La cellula mutata e la sua 
progenie potrebbero sopravvivere nel nuovo ambiente, 
mentre le cellule del ceppo originale, non avendo di che 
nutrirsi, andrebbero incontro a morte. Questo è ciò che 
Darwin intendeva per selezione naturale, un concetto che 
può essere riassunto e schematizzato come “sopravviven- 
za del più adatto”. 

Di tanto in tanto viene introdotta una seconda copia 
di un intero gene nel cromosoma, come risultato di una 
replicazione difettosa del cromosoma. La seconda copia è 
superflua e le mutazioni su di essa non sono necessaria- 
mente deleterie. Questo processo diventa un mezzo con 
cui la cellula può evolversi, producendo un nuovo gene 
con una nuova funzione che viene mantenuto insieme al 
gene originale con la sua funzione. Viste in questa luce, le 
molecole di DNA degli organismi attuali sono documen- 
ti che registrano il lungo cammino della storia evolutiva, 
dalle prime cellule agli organismi attuali. Però non sappia- 
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mo ancora tutto sul DNA. Nel corso dell'evoluzione molte 
mutazioni probabilmente sono state cancellate 0 modifi- 
cate. Ma il DNA rimane la fonte migliore a nostra dispo- 
sizione per tracciare la lunga storia della biologia. La fre- 
quenza degli errori nella duplicazione del DNA rappre- 
senta un compromesso tra un numero eccessivo di erro- 
ri, che produrrebbe cellule figlie non vitali, e un numero 
troppo basso di errori, che impedirebbe quella variazione 
genetica che permette la sopravvivenza di cellule mutanti 
in nuove nicchie ecologiche. 

Alcuni milioni di anni di selezione naturale hanno 
perfezionato i sistemi cellulari, per ottenere il massimo 
vantaggio dalle proprietà chimiche e fisiche del materia- 
le grezzo presente nell'ambiente a disposizione degli es- 
seri viventi. Le mutazioni genetiche casuali negli indivi- 
dui di una determinata popolazione, insieme con la se- 
lezione naturale, hanno prodotto nel corso dell’evoluzio- 
ne l'enorme varietà di specie che è attualmente visibile ai 
nostri occhi, ciascuna idonea a vivere nella sua particola- 
re nicchia ecologica. 


e Lebiomolecole si sono formate per evoluzione chimica 

Nella nostra breve trattazione della cellula non abbiamo 
fin qui preso in considerazione quello che potremmo con- 
siderare il primo capitolo della storia dell'evoluzione: la 
comparsa della prima cellula vivente. Al di fuori della lo- 
ro presenza negli organismi viventi, i composti organici, 
come gli amminoacidi e i carboidrati, sono presenti solo 
in tracce sulla crosta terrestre, nel mare e nell’atmosfera. 
Come hanno potuto i primi organismi viventi acquisire le 
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loro caratteristiche unità costitutive? Secondo un'ipotesi, 
questi composti si sono formati per l’effetto di potenti for- 
ze atmosferiche - radiazioni ultraviolette, scariche elettri- 
che, o eruzioni vulcaniche - sui gas presenti nell’atmosfe- 
ra terrestre prebiotica, oppure sui soluti inorganici delle 
correnti profonde oceaniche surriscaldate. 

Questa ipotesi è stata verificata mediante un classico 
esperimento sull’origine abiotica (non biologica) della vi- 
ta, condotto nel 1953 da Stanley Miller nel laboratorio di 
Harold Urey. Miller sottopose delle miscele gassose simili 
a quelle presumibilmente presenti sulla Terra in era pre- 
biotica, contenenti NH, CHy, H;0, e H,, a scariche elettri- 
che prodotte da una coppia di elettrodi (per simulare i ful- 
mini) per periodi di una settimana o più, quindi analizzò 
il contenuto del recipiente in cui era avvenuta la reazione 
(Figura 1.34). La fase gassosa della miscela risultante con- 
teneva CO e CO,, oltre ai composti di partenza. La fase ac- 
quosa conteneva una serie di composti organici, come al- 
cuni amminoacidi, acidi ossidrilici, aldeidi e acido ciani- 
drico (HCN). Questo esperimento dimostrò la possibilità 
di produzione abiotica di biomolecole in tempi relativa- 
mente brevi e in condizioni relativamente blande. Quan- 
do, nel 2010, i campioni gelosamente conservati da Hen- 
ry Miller vennero presi nuovamente in considerazione ed 
esaminati con tecniche molto più sensibili e discriminanti 
(cromatografia liquida a elevate prestazioni e spettrome- 
tria di massa), vennero confermate e ulteriormente estese 
le osservazioni originali di Miller. Alcuni esperimenti con- 
dotti in passato dallo stesso Miller e non ancora pubblica- 
ti, che comprendevano l’HpS nella miscela dei gas (simu- 
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Figura 1.33 Duplicazione e mutazione 
genica: un modo per produrre nuove 
attività enzimatiche. In questo esempio, il 
singolo gene per l'esochinasi in un ipotetico 
organismo potrebbe casualmente essere 
copiato due volte durante la replicazione del 
DNA; in questo modo l'organismo acquisisce 
due copie complete del gene, una delle quali 
è superflua. Dopo molte generazioni durante 
le quali il DNA che contiene due geni per 
l'esochinasi si è duplicato ripetutamente, 

si verificano singoli errori che portano a 
modificazioni nella sequenza nucleotidica 
del gene superfluo e quindi nella sequenza 
della proteina che codifica. In casi molto rari, 
la proteina prodotta da questo gene mutante 


1 DNA 
Il’esochinasi. 


dell’esochinasi. 


essione 


a TP + glucosio ATP + galattosio acquisisce la capacità di riconoscere un 
(4 ADP + [BASS ADP +galattosio nuovo substrato, nel nostro caso ipotetico, 
il 6-fosfato 6-fosfato il galattosio. La cellula contenente il gene 


mutante ha acquisito una nuova capacità 

(il metabolismo del galattosio), che può 
permetterle di sopravvivere in una nicchia 
ecologica dove sia presente galattosio e non 
glucosio. Se la mutazione non è preceduta 
da una duplicazione del gene, viene persa la 
funzione originale del prodotto genico. 
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Figura 1.34 Produzione abiotica di biomolecole. 

(a) Un apparecchio che produce scariche elettriche del tipo di 
quello usato da Miller e Urey nei loro esperimenti, che dimostrarono 
la possibilità di formazione di composti organici nelle condizioni 
atmosferiche primitive. Dopo aver sottoposto a scariche elettriche 
la miscela gassosa contenuta nell'apparecchio, i prodotti sono stati 
raccolti per condensazione. Tra le biomolecole prodotte vi erano 
anche degli amminoacidi. (b) Stanley L. Miller (1930-2007) mentre 
utilizza ilsuo apparecchio che produce scariche elettriche. 


lando così le condizioni dei pennacchi vulcanici “fumanti” 
presenti sul fondo del mare, Figura 1.35), dimostrarono la 
formazione di 23 amminoacidi e di 7 composti organosol- 
forici, oltre a un numero elevato di altri composti semplici 
che potrebbero essere serviti come mattoni di costruzione 
nell’evoluzione prebiotica. 

Altri esperimenti condotti con tecniche più sofisticate 
hanno dimostrato che nelle condizioni dell’esperimento di 
Miller possono formarsi altri componenti chimici presenti 
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Figura 1.35 Fumi neri. |camini vulcanici idrotermici presenti sul 
fondo del mare liberano nel mare acqua calda in cui sono disciolti 
minerali. Il “fumo” nero si forma quando la soluzione emessa dai 
camini vulcanici incontra l'acqua fredda del mare e i solfiti disciolti 
in soluzione precipitano. Nelle immediate vicinanze di questi 
camini sottomarini, che possono essere stati i siti della biogenesi 
primordiale, sono state ritrovate diverse forme di vita, fra cui diversi 
tipi di archea e alcuni importanti animali multicellulari complessi. 


nelle cellule viventi, come i polipeptidi e molecole simili 
all’RNA. I polimeri di RNA possono agire da catalizzatori 
in reazioni biologicamente significative (vedi i Capitoli 26 
e 27); questi RNA probabilmente ebbero un ruolo prima- 
rio nell’evoluzione prebiotica, come catalizzatori e come 
depositari iniziali dell’informazione. 


e Lemolecole di RNA oi loro precursori potrebbero essere 
stati i primi geni e i primi catalizzatori 

Negli organismi attuali gli acidi nucleici contengono le in- 
formazioni genetiche che specificano le strutture degli en- 
zimi, e gli enzimi hanno la capacità di catalizzare la replica- 
zione e la riparazione degli acidi nucleici. La mutua dipen- 
denza tra queste due classi di biomolecole ci porta a una 
domanda: chi venne prima, il DNA o le proteine? 

La risposta più probabile è che essi siano apparsi circa 
nello stesso momento, ma che PRNA abbia preceduto en- 
trambi. La scoperta che le molecole di RNA possono agi- 
re da catalizzatori nelle reazioni coinvolte nella loro stes- 
sa formazione suggerisce che l’RNA, o una molecola simi- 
le, possa essere stato il primo gene e al tempo stesso il pri- 
mo catalizzatore. In base a questo nuovo scenario (Figu- 
ra 1.36), la prima tappa dell’evoluzione biologica sarebbe 
stata la formazione casuale nel “brodo primordiale” di una 
molecola di RNA che aveva la capacità di catalizzare la for- 
mazione di altre molecole di RNA con la stessa sequenza: 
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Formazione prebiotica di composti semplici, tra cui i nucleotidi, 
a partire da componenti dell'atmosfera primitiva della Terra 
o da gas presenti nei camini vulcanici sottomarini 


| 


Produzione di piccole molecole di RNA 
con sequenza casuale 


| 


Replicazione selettiva di segmenti di RNA catalitici 
in grado di autoreplicarsi 


| 


Sintesi di peptidi specifici, catalizzata dall’RNA 


Figura 1.36 Un possibile scenario del“mondo a RNA”. 


una molecola di RNA autoreplicante. Una molecola con 
queste proprietà si può accumulare in modo esponenziale, 
in quanto una molecola ne forma due nuove, due ne for- 
mano quattro e così via. La fedeltà dell’autoreplicazione 
era probabilmente tutt'altro che perfetta, e quindi il pro- 
cesso produceva molecole di RNA varianti, alcune delle 
quali potevano essere in grado di autoreplicarsi meglio. 
Nella competizione per i nucleotidi liberi, le molecole più 
efficienti nell’autoreplicazione avranno avuto il sopravven- 
to su quelle meno efficienti, con il risultato di farle scom- 
parire dalla popolazione. 

La divisione delle funzioni fra DNA (conservazione 
dell’informazione genetica) e proteine (catalisi) fu il ri- 
sultato di un’evoluzione successiva, sempre in base all’i- 
potesi di un iniziale “mondo a RNA”. Si svilupparono nuo- 
ve molecole di RNA in grado di autoreplicarsi e con la ca- 
pacità di catalizzare la condensazione di amminoacidi in 
peptidi. In taluni casi il peptide o i peptidi formati rin- 
forzavano il potere autoreplicante delle molecole di RNA 
e le coppie così generate - molecola di RNA e peptide di 
supporto - poterono andare incontro ad altre modifica- 
zioni nelle loro sequenze fino a produrre un sistema mol- 
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to più efficiente. La recente scoperta che nel macchina- 
rio di sintesi proteica delle cellule attuali (i ribosomi) so- 
no le molecole di RNA, e non le proteine, a catalizzare la 
formazione dei legami peptidici è sicuramente in accor- 
do con l’ipotesi dell’esistenza di un mondo a RNA. Qual- 
che tempo dopo la prima evoluzione di questo primitivo 
sistema di sintesi delle proteine vi fu un ulteriore svilup- 
po: le molecole di DNA con una sequenza complementa- 
re a quella delle molecole di RNA autoreplicanti assunse- 
ro la funzione di conservare l'informazione “genetica”, e 
le molecole di RNA assunsero la funzione di sintesi delle 
proteine. (Descriveremo nel Capitolo 8 il motivo per cui 
il DNA è una molecola più stabile dell'RNA e quindi più 
idonea alla conservazione dell’informazione ereditaria.) 
Le proteine si rivelarono catalizzatori particolarmente 
versatili, e con il tempo perfezionarono questa funzione. 
I composti simili ai lipidi presenti nel brodo primordiale 
formarono strati relativamente impermeabili che circon- 
davano gli insiemi di molecole autoreplicanti. La concen- 
trazione di proteine e di acidi nucleici racchiusi in queste 
sacche lipidiche favorì l'interazione fra le molecole neces- 
saria per un sistema autoreplicante. 

Lo scenario del mondo a RNA è concettualmente sod- 
disfacente, anche se non risponde a una domanda essen- 
ziale: da dove provenivano i nucleotidi necessari per for- 
mare la prima molecola di RNA? Una teoria alternativa a 
questo scenario ha ipotizzato che prima del mondo a RNA 
si siano evolute alcune semplici vie metaboliche, forse pro- 
prio a livello dei camini vulcanici caldi presenti sul fondo 
dell'oceano. I precursori, compresi i nucleotidi, potrebbe- 
ro essere stati quindi prodotti da un insieme di reazioni 
chimiche collegate le une alle altre prima della comparsa 
delle membrane lipidiche e/o dell’RNA. Nessuna di que- 
ste due ipotesi può essere scartata senza ulteriori prove 
sperimentali. 


e L'evoluzione biologica iniziò più di tre miliardi e mezzo 
di anni fa 

La Terra si formò circa 4,6 miliardi di anni fa e le prime 
forme di vita risalgono a 3,5 miliardi di anni fa. Nel 1996 
alcuni ricercatori che lavoravano in Groenlandia trovaro- 
no evidenze chimiche (“molecole fossili”) di una vita ri- 
salente ad almeno 3,5 miliardi di anni fa. Essi individua- 
rono forme di carbonio all’interno di una roccia che sem- 
bravano avere una chiara origine biologica. Da qualche 
parte sulla Terra, durante il primo miliardo di anni, com- 
parve il primo semplice organismo, capace di autorepli- 
care la sua struttura usando uno stampo (1’RNA?), cioè 
il primo materiale genetico. Poiché l'atmosfera terrestre, 
all’alba della vita, era quasi priva di ossigeno e poiché i 
microrganismi che utilizzavano i composti organici for- 
mati dai processi naturali erano pochi, questi composti 
dovevano essere relativamente stabili. Data la loro stabi- 
lità e un tempo misurabile in eoni, l’improbabile divenne 
inevitabile: vescicole lipidiche contenenti composti orga- 
nici e RNA autoreplicanti diedero origine alle prime cel- 
lule (protocellule). Quelle protocellule dotate di capaci- 
tà maggiori di autoreplicazione rispetto alle altre diven- 
nero più numerose. Così ebbe inizio il processo dell’evo- 
luzione biologica. 
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e La primacellula probabilmente utilizzò combustibili 
inorganici 

Le prime cellule si formarono in un’atmosfera riducente 

(non c’era ossigeno) e probabilmente ottennero l’energia 

necessaria da combustibili inorganici, come i solfuri e i 

carbonati ferrosi, che abbondavano sulla Terra ai primor- 

di dell’evoluzione. Per esempio, la reazione 


FeS + HS ==> FeS, + H, 


libera una quantità di energia sufficiente alla sintesi di 
ATP o di composti simili. I composti organici di cui esse 
necessitavano si potrebbero essere formati attraverso l’a- 
zione di componenti non biologici, come i fulmini, il calo- 
re emesso dai vulcani o i camini termali caldi negli ocea- 
ni, su componenti dell’atmosfera terrestre primitiva: CO, 
CO», N, NH, CH,, e altri composti simili. È stata propo- 
sta un’altra fonte di composti organici: lo spazio extrater- 
restre. Nel 2006 la missione spaziale Stardust riportò sulla 
Terra minuscole particelle della coda di una cometa; esse 
contenevano vari composti organici, compresa la glicina, 
un amminoacido molto semplice. 

Gli organismi primitivi unicellulari hanno gradualmente 
acquisito la capacità di trarre energia dai composti presenti 
nell'ambiente che li circondava, e di usarla al fine di sinte- 
tizzare un gran numero di precursori molecolari, in modo 
da non dover dipendere esclusivamente dalle fonti esterne. 

Un evento evolutivo molto significativo fu lo sviluppo 
di pigmenti capaci di catturare l’energia luminosa del Sole, 
che poteva essere utilizzata per ridurre o “fissare” la CO, 
e formare molti composti organici. Loriginario donatore 
di elettroni per questi processi fotosintetici fu probabil- 
mente HyS, producendo zolfo elementare o solfato (SO7 ) 
come prodotto secondario, ma più tardi le cellule svilup- 
parono la capacità enzimatica di utilizzare ’H,0 come do- 
natore di elettroni nelle reazioni fotosintetiche, producen- 
do come rifiuto l’O,. I cianobatteri sono i discendenti mo- 
derni di questi primi produttori fotosintetici di ossigeno. 

Poiché l'atmosfera della Terra negli stadi più primitivi 
dell'evoluzione biologica era praticamente priva di ossige- 
no, le prime cellule erano anaerobiche. In queste condizio- 
ni i chemioautotrofi avrebbero potuto ossidare i compo- 
nenti organici a CO; mediante il trasferimento di elettro- 
ni non all’0, ma ad accettori come SO7, producendo H;S. 
Con la comparsa dei batteri fotosintetici capaci di liberare 
O, l’atmosfera diventò progressivamente ricca di ossigeno, 
un potente ossidante e un veleno mortale per gli anaerobi. 

In risposta alla pressione evolutiva di quello che Lynn 
Margulis e Dorion Sagan hanno chiamato “olocausto da 
ossigeno”, alcune linee di 
microrganismi diedero ori- 
gine agli aerobi, che otte- 
nevano energia trasferen- 
do elettroni dalle moleco- 
le combustibili all’ossigeno. 
Poiché il trasferimento di 
elettroni dalle molecole or- 
ganiche all’O, rilasciava una 
gran quantità di energia, gli 
organismi aerobici avevano 
un vantaggio energetico su 


Lynn Margulis, 1938-2011 
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quelli anaerobici quando entrambi si trovarono a compe- 
tere in un ambiente contenente ossigeno. Questo vantag- 
gio portò alla predominanza degli organismi aerobici ne- 
gli ambienti ricchi di ossigeno. 

I moderni batteri e archea colonizzano quasi tutte le 
nicchie ecologiche nella biosfera e alcuni sono in grado 
di utilizzare come fonte di energia e di carbonio pratica- 
mente ogni tipo di composto organico. I batteri fotosin- 
tetici, nelle acque sia dolci che salate, catturano l'energia 
solare e la usano per sintetizzare i carboidrati e tutti gli 
altri costituenti cellulari; a loro volta sono utilizzati co- 
me nutrimento da altre forme di vita. Il processo evoluti- 
vo continua, e nelle cellule batteriche che si riproducono 
velocemente, in tempi così rapidi da consentire di seguir- 
lo in laboratorio. Una linea di ricerca molto interessante 
nell’ambito dei meccanismi evolutivi si è prefissa l’obiet- 
tivo di produrre una cellula “sintetica” in laboratorio (una 
cellula in cui il ricercatore può utilizzare componenti no- 
ti e previamente purificati). Il primo passo in questa di- 
rezione comporta la determinazione del numero minimo 
di geni necessari alla vita, deducibile esaminando i geno- 
mi dei batteri più semplici. Il più piccolo genoma oggi co- 
nosciuto è quello del Mycobacterium genitalium, che com- 
prende 580 000 coppie di basi che codificano 483 geni. Nel 
2010, gli scienziati del Craig Venter Institute sono riusci- 
ti a sintetizzare, in vitro, l’intero cromosoma del micobat- 
terio e a incorporare l’intero cromosoma sintetico in una 
cellula batterica di un’altra specie, che in tal modo ha ac- 
quisito le proprietà del Mycobacterium genitalium. Que- 
sta tecnologia apre la strada alla produzione di una cel- 
lula sintetica, contenente il quantitativo minimo di geni 
necessari alla vita. Con una cellula di questo tipo a dispo- 
sizione, un ricercatore potrebbe sperare di studiare, in la- 
boratorio, i processi evolutivi tramite i quali le protocel- 
lule si sono gradualmente diversificate e sono diventate 
più complesse. 


e Lecellule eucariotiche si sono evolute da precursori 

più semplici in diverse tappe 
A partire da 1,5 miliardi di anni fa, i reperti fossili dimo- 
strano l’esistenza di differenti organismi grandi e comples- 
si, probabilmente le cellule eucariotiche più primitive (Fi- 
gura 1.37). Le tappe relative al meccanismo evolutivo da 
cellule non nucleate a cellule nucleate non possono esse- 
re dedotte solamente dai resti fossili: attraverso confronti 
morfologici e biochimici con gli organismi attuali è stato 
infatti possibile stabilire una sequenza di eventi in accor- 
do con i ritrovamenti fossili. 

Affinché i procarioti potessero dare origine agli euca- 
rioti dovettero avvenire tre grandi cambiamenti. Primo, 
appena la cellula acquisì una maggior quantità di DNA di- 
vennero più elaborati i meccanismi capaci di ripiegarlo e 
compattarlo in complessi discreti insieme a specifiche pro- 
teine, e di ripartirlo durante la divisione cellulare in parti 
assolutamente uguali fra le cellule figlie. Per questo furono 
necessarie proteine capaci di stabilizzare il ripiegamento 
del DNA e di separare i complessi DNA-proteina (cromoso- 
mi) durante la divisione cellulare. Secondo, quando le cel- 
lule aumentarono di dimensioni si sviluppò un sistema di 
membrane intracellulari, compresa una doppia membrana 
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Figura 1.37 Pietre miliari dell'evoluzione della vita sulla Terra. 
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Figura 1.38 Evoluzione degli eucarioti attraverso 
l'endosimbiosi. Il primo eucariote, un anaerobio, acquisì batteri 
purpurei endosimbiotici, che gli fornirono la capacità di utilizzare 
il catabolismo aerobico. Nel tempo, questi batteri diventarono 
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attorno al DNA; questa membrana separò il processo nu- 
cleare di sintesi dell’RNA, che utilizza il DNA come stam- 
po, dai processi citoplasmatici di sintesi delle proteine, che 
avvengono sui ribosomi. Infine, in accordo con un'ipotesi 
formulata da Lynn Margulis che è attualmente ampiamen- 
te accettata, ma che ha incontrato inizialmente una forte 
resistenza, le cellule eucariotiche primitive, che non erano 
in grado di compiere la fotosintesi o di utilizzare l’ossige- 
no come ossidante, inglobarono dei batteri fotosintetici 0 
dei batteri aerobici, generando un’associazione endosim- 
biotica che divenne poi permanente (Figura 1.38). Alcu- 
ni batteri aerobici diedero origine ai mitocondri degli eu- 
carioti attuali, mentre alcuni cianobatteri fotosintetici di- 
vennero plastidi, come i cloroplasti delle alghe verdi, i più 
probabili precursori dei cloroplasti delle cellule vegetali. 

In stadi successivi dell'evoluzione gli organismi uni- 
cellulari trovarono vantaggioso unirsi tra loro, acquisen- 
do maggiore motilità, efficienza e successo riproduttivo 
rispetto ai loro competitori, cioè le cellule singole. Quin- 
di, l'evoluzione di ogni gruppo di organismi portò ad as- 
sociazioni permanenti fra singole cellule e infine a spe- 
cializzazioni all’interno delle colonie, cioè al differenzia- 
mento cellulare. 

I vantaggi della specializzazione cellulare portarono 
all'evoluzione di organismi sempre più complessi e alta- 
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mitocondri. Quando i cianobatteri fotosintetici divennero 
successivamente endosimbionti di alcuni eucarioti aerobici, queste 
cellule si trasformarono nei precursori fotosintetici delle alghe verdi e 
delle piante attuali. 
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mente differenziati, in cui alcune cellule hanno funzioni 
sensoriali, altre digestive, fotosintetiche o riproduttive e 
così via. Molti organismi pluricellulari attuali contengono 
centinaia di diversi tipi cellulari, ognuno specializzato per 
funzioni che supportano l’intero organismo. I meccanismi 
fondamentali che si sono evoluti nei primi stadi si sono 
quindi raffinati e sono migliorati nel corso dell'evoluzione 
stessa. Per esempio, le stesse strutture di base e i meccani- 
smi che determinano il movimento delle ciglia in Parame- 
cium e dei flagelli in Chlamydomonas sono utilizzati dalle 
cellule spermatiche altamente differenziate dei vertebrati. 


e L'anatomia molecolare rivela le relazioni evolutive 

I biochimici hanno oggi a disposizione una messe di pre- 
ziose informazioni sull’anatomia molecolare delle cellule, 
costantemente in aggiornamento, che possono utilizzare 
per analizzare le relazioni evolutive perfezionandone la 
teoria. Le sequenze dei genomi, i patrimoni genetici com- 
pleti degli organismi, sono state determinate per centi- 
naia di batteri, per più di 40 archea e per un numero sem- 
pre crescente di microrganismi eucariotici, come il Sac- 
charomyces cerevisiae e le specie di Plasmodium; di piante, 
come l’Arabidopsis thaliana e il riso; e di animali pluricel- 
lulari, come il Caernorhabditis elegans (un verme cilindri- 
co), la Drosophila melanogaster (il moscerino della frutta), 
il topo, il ratto, il cane, lo scimpanzé e l’Homo sapiens (Ta- 
bella 1.2). Disponendo di tali sequenze, si potranno chia- 
rire i processi evolutivi mediante un confronto dettaglia- 
to e quantitativo tra specie diverse. Finora la filogenesi 
molecolare è in accordo con la filogenesi classica, basata 
sullo studio di strutture macroscopiche, e in alcuni casi è 
più precisa. Anche se gli organismi si sono continuamen- 
te diversificati a livello dell'anatomia macroscopica, a li- 
vello molecolare rimane evidente una certa unitarietà. Le 
strutture e i meccanismi molecolari sono gli stessi, dagli 
organismi più semplici ai più complessi. È molto più faci- 
le vedere queste somiglianze a livello delle sequenze, sia 
sequenze di DNA che codificano proteine, sia sequenze 
delle proteine stesse. 
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Quando due geni possiedono sequenze comuni (se- 
quenze nucleotidiche nel DNA 0 amminoacidiche nelle 
proteine codificate), queste sequenze vengono dette omo- 
loghe e le proteine codificate prendono il nome di omolo- 
ghi. Se due geni omologhi sono presenti nella stessa spe- 
cie, si dicono geni paraloghi e i loro prodotti proteici pren- 
dono il nome di paraloghi. Si pensa che i geni paraloghi 
siano derivati da una duplicazione genica, seguita da una 
graduale variazione di sequenza in ambedue le copie. Le 
proteine paraloghe si somigliano non solo per la sequen- 
za, ma anche per la struttura tridimensionale, anche se 
possono avere acquisito funzioni diverse durante il pro- 
cesso evolutivo. 

Due geni (o proteine) omologhi che si trovano in due 
specie diverse si dicono geni (o proteine) ortologhi, e i loro 
prodotti prendono il nome di ortologhi. In genere gli or- 
tologhi svolgono la stessa funzione in ambedue gli organi- 
smi. Quindi, se un gene sequenziato in una specie è orto- 
logo rispetto a un gene di un’altra specie, si presume che 
i due geni codifichino due proteine che svolgono la stessa 
funzione in ambedue le specie. Di conseguenza, la funzio- 
ne dei prodotti genici (che possono essere proteine o mo- 
lecole di RNA) può essere dedotta dalla sequenza genomi- 
ca, senza dover caratterizzare biochimicamente le molecole 
stesse. Un genoma annotato contiene, oltre alla sequenza 
del DNA, anche una descrizione delle probabili funzioni dei 
prodotti genici, dedotte tramite il confronto con sequenze 
genomiche a cui corrispondono funzioni proteiche note. 
Talvolta, attraverso l’identificazione di una via metabolica 
(una serie di enzimi) codificata da un genoma, è possibile 
dedurre semplicemente dalla sequenza genomica le carat- 
teristiche metaboliche dell’organismo. 

Le differenze in termini di sequenza tra due geni omo- 
loghi possono darci un’idea del grado di differenziazione 
evolutiva tra le due specie e del momento in cui il proge- 
nitore comune ha dato luogo a due specie che hanno se- 
guito due destini evolutivi diversi. Maggiore è il numero 
delle differenze nelle sequenze, più lontana nel tempo è 
la divergenza evolutiva. È possibile costruire un albero fi- 


MI Tabella 1.2 Alcuni organismi i cui genomi sono stati completamente sequenziati 


Dimensione del genoma 


Interesse biologico 


Organismo (coppie di nucleotidi) 
Mycoplasma genitalium 5,8 X 105 
Helicobacter pylori 1,6 X 106 
Methanococcus jannaschii 1,7 X 106 
Haemophilus influenzae 1,9 X 106 
Synechocystis sp. 3,9 X 106 
Bacillus subtilis 4,2 X 106 
Escherichia coli 4,6 X 106 
Saccharomyces cerevisiae 1,2 X 107 
Caenorhabditis elegans 1,0 x 108 
Arabidopsis thaliana 1,2 X 108 
Drosophila melanogaster 1,8 X 108 
Mus musculus 2,7 X 10° 
Homo sapiens 3,0 X 10° 


Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. 
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logenetico (una specie di albero genealogico) in cui la di- 
stanza evolutiva tra due specie è rappresentata dalla loro 
posizione nell’albero filogenetico stesso (come esempio 
vedi la Figura 1.4). 

Nel corso dell'evoluzione vengono acquisite nuove 
strutture, insieme a nuovi processi o meccanismi regola- 
tori, che riflettono le variazioni dei genomi degli organi- 
smi. Il genoma di un eucariote semplice, come il lievito, 
dovrebbe avere geni per la formazione della membrana 
nucleare, che non sono presenti nei batteri e negli archea. 
Il genoma di un insetto dovrebbe contenere geni che co- 
dificano proteine per la segmentazione corporea carat- 
teristica dell’insetto, che non sono presenti nel lievito. I 
genomi di tutti i vertebrati dovrebbero avere in comune 
i geni che codificano lo sviluppo della colonna vertebra- 
le, e quelli dei mammiferi dovrebbero avere geni specifi- 
ci per lo sviluppo della placenta, un organo caratteristico 
dei mammiferi, e così via. Il confronto tra genomi inte- 
ri di specie appartenenti allo stesso phylum può condur- 
re all’identificazione di geni cruciali per le modificazioni 
evolutive fondamentali nella struttura corporea e nello 
sviluppo di animali diversi. 


e Lagenomica funzionale permette di localizzare i geni 
associati a specifici processi cellulari 

Una volta determinata la sequenza di un genoma, e as- 
segnata la funzione a ciascun gene, i genetisti molecola- 
ri possono raggruppare i diversi geni in funzione dei pro- 
cessi molecolari (come la sintesi del DNA, la sintesi delle 
proteine, la sintesi dell’ATP e così via) a cui i loro prodot- 
ti partecipano. Si può così individuare quale frazione del 
genoma è associata a ciascuna delle attività cellulari. In 
E. coli, A. thaliana e H. sapiens, una grande parte del geno- 
ma è costituita da geni la cui funzione è ancora ignota, che 
ammontano a circa il 40% dei geni di ciascuna specie. I tra- 
sportatori che trasferiscono gli ioni e le piccole molecole 
attraverso la membrana plasmatica corrispondono a una 
significativa proporzione dei geni in tutte le specie, anco- 
ra di più nei batteri e nelle piante che non nei mammiferi 
(il 10% dei —4400 geni di E. coli, —1'8% dei —32 000 geni 
di A. thaliana e —il 4% dei —25 000 geni di H. sapiens). I 
geni che codificano le proteine e RNA necessario per la 
sintesi proteica ammontano a circa il 3-4% del genoma di 
E. coli, ma nelle cellule più complesse di A. thaliana sono 
necessari più geni per trasferire le proteine alla loro desti- 
nazione finale nella cellula di quante siano necessarie per 
sintetizzare le proteine stesse (rispettivamente circa il 6% 
e il 2% del genoma). In generale, più complesso è l’orga- 
nismo, maggiore è la proporzione del suo genoma conte- 
nente geni coinvolti nella regolazione delle risposte cellu- 
lari e minore è quella coinvolta nei processi basilari, come 
la sintesi dell’ATP e delle proteine. 


e  Ilconfrontofrai diversi genomi ha un notevole impatto 
nella biologia umana e nella medicina 


I genomi dello scimpanzé e dell’uomo sono iden- 
F tici per il 99,9%, eppure le differenze tra le due 
specie sono notevoli. Le poche differenze del 
corredo genetico devono spiegare il possesso del linguag- 
gio dell’uomo, la straordinaria atleticità dello scimpanzé 
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e molte altre differenze. Dal confronto tra i genomi i ri- 
cercatori cominciano oggi a stabilire quali geni siano as- 
sociati alle divergenze nei programmi di sviluppo degli 
uomini e degli altri primati e all'emergere di funzioni 
complesse come il linguaggio. Il quadro apparirà sempre 
più chiaro solo quando sarà disponibile un maggior nu- 
mero di genomi dei primati per il confronto con il geno- 
ma umano. 

Analogamente, le differenze nel corredo genetico tra 
esseri umani diversi sono ancora più piccole di quelle tra 
l’uomo e lo scimpanzé. Eppure esse sono responsabili della 
variabilità tra i diversi individui, come nel caso della mag- 
giore o minore suscettibilità alle malattie croniche. C'è an- 
cora molto da scoprire sulla variabilità delle sequenze nel 
genoma dei diversi individui e certamente ulteriori infor- 
mazioni in questo senso avranno un forte impatto sulle dia- 
gnosi mediche e sui trattamenti farmacologici. Possiamo 
aspettarci che per alcune malattie genetiche i trattamenti 
palliativi saranno sostituiti da terapie efficaci, e che per la 
suscettibilità a malattie associate a particolari marcatori ge- 
netici si intensificheranno, e forse prevarranno, le misure 
preventive. L'attuale “storia medica” (anamnesi) forse potrà 
essere sostituita dalla “previsione medica”. O 


SOMMARIO 1.5 
Fondamenti di biologia dell'evoluzione 

e Mutazioni occasionali ereditabili generano organismi 
che sono più adatti a sopravvivere e a riprodursi in 
una nicchia ecologica e le loro discendenze diventano 
dominanti sull’intera popolazione di quella nicchia. 
Questi processi di mutazione e selezione costituiscono 
la base dell’evoluzione darwiniana e hanno condotto 
dalla prima cellula agli organismi attuali. Il gran nume- 
ro di geni condivisi da tutti gli organismi viventi for- 
nisce una spiegazione logica alle somiglianze di alcuni 
processi biologici fondamentali dei viventi. 

e La vita ha avuto origine circa 3,5 miliardi di anni fa, 
probabilmente con la formazione di un compartimen- 
to chiuso da una membrana contenente una molecola 
di RNA in grado di autoreplicarsi. I componenti della 
cellula primordiale potrebbero essersi formati nei 
pressi dei camini termali nel fondo degli oceani, o per 
azione dei fulmini e delle elevate temperature su sem- 
plici molecole presenti nell'atmosfera, come la CO; e 
PNH:. 

e I ruoli catalitici e genetici del genoma primordiale a 
RNA col tempo vennero assunti rispettivamente dalle 
proteine e dal DNA. 

e Le cellule eucariotiche hanno acquisito la capacità di 
compiere la fotosintesi e la fosforilazione ossidativa dai 
batteri endosimbiotici. Negli organismi pluricellulari si 
sono sviluppati tipi di cellule specializzate in una o più 
funzioni essenziali per la sopravvivenza degli organi- 
smi. 

e Le sequenze nucleotidiche dei genomi di organismi ap- 
partenenti a rami diversi dell'albero filogenetico, oggi 
a nostra disposizione, consentono di approfondire le 
nostre conoscenze sui meccanismi evolutivi, e offrono 
grandi opportunità alla medicina umana. 
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SÒ Termini chiave 
€) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario, dispo- 
nibile all'indirizzo online.universita.zanichelli.it/ 
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anabolismo 28 
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genoma 3 
metabolismo 28 
metabolita 3 
mutazione 32 
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centro chirale 16 reazione 
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AG* 27 
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LS Ulteriori letture 


* Letture di carattere generale 

Fruton, J.S. (1999) Proteins, Enzymes, Genes: The 
Interplay of Chemistry and Biochemistry, Yale University 
Press, New Haven. 

Un famoso storico della biochimica traccia lo sviluppo 
della disciplina e discute il suo impatto sulla medicina, 
le scienze farmacologiche e l’agricoltura. 

Harold, FM. (2001) The Way of the Cell: Molecules, 
Organisms, and the Order of Life, Oxford University 
Press, Oxford. 

Judson, H.F (1996) The Eighth Day of Creation: The 
Makers of the Revolution in Biology, edizione estesa, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
NY. [Trad. it.: L'ottavo giorno della creazione: la scoperta 
del DNA, Roma, Editori riuniti 1986.1| 

Una trattazione di facile lettura e al tempo stesso 
autorevole sullo sviluppo della biochimica e della 
biologia molecolare nel XX secolo. 

Kornberg, A. (1987) The two cultures: chemistry and 
biology. Biochemistry 26, pp. 6888-6891. 

L’importanza di applicare il bagaglio tecnico e culturale 
della chimica alla risoluzione di problemi biologici. 
Monod, J. (1971) Chance and Necessity, Alfred A. Knopf, 
Inc., New York. [Paperback edition, Vintage Books, 
1972.] Edizione originale (1970): Le hasard et la nécessité, 
Editions du Seuil, Paris. [Trad. it.: Il caso e la necessità, 
Mondadori, Milano 2004.] 

Una discussione sulle implicazioni filosofiche della 
conoscenza biologica. 

Morowitz, H.J. (2002) The Emergence of Everything 
(How the World Became Complex), Oxford University 
Press, Oxford. 

Una discussione breve e ben scritta sull'origine degli 
organismi complessi dai più semplici. 

Pace, N.R. (2001) The universal nature of biochemistry. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, pp. 805-808. 

Una breve discussione su cosa si intende per vita, sulla 
Terra e altrove. 
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Hardin, J., Bertoni, G.P., e Kleinsmith, L.]., 

(2011) Becker's World of the Cell, 8° ed., The Benjamin/ 
Cummings Publishing Company, Redwood City, CA. 
[Trad. it.: Il mondo della cellula, Pearson Paravia, 

Milano 2009.] 

Un eccellente testo introduttivo alla biologia cellulare. 
Hosking, C.R., e Schwartz, J. L. (2009) The future’ 
bright: Imaging cell biology in the 21st century. Trends 
Cell Biol., 19, pp. 553-554. 

Lodish, H., Berk, A., Kaiser, C.A., Krieger, M., 
Scott, M.R., Bretscher, A., Ploegh, H., e Amon, A. 
(2012) Molecular Cell Biology, 7° ed., W. H. Freeman and 
Company, New York. [Trad. it.: Biologia molecolare della 
cellula, 3* ed. italiana condotta sulla 6* ed. americana, 
Zanichelli, Bologna 2009.] 

Un testo classico, utile per approfondire gli argomenti di 
questo e di altri capitoli. 

Sadava, D., Hillis, D.M.., Heller, H.C., e Berenbaum, 
M. (2010) Life: The Science of Biology, 9* ed., W. H. 
Freeman and Company, New York. [Trad. it.: Biologia, 
Zanichelli, Bologna 2003, 3° ed. italiana condotta sull’8° 
ed. americana.] 

Wilson, C., Venditti, R., Rega, L.R., Colanzi, A., 
D'Angelo, G., e DeMatteis, M.A. (2011) The Golgi 
apparatus: an organelle with multiple complex 
functions. Biochem J. 433, pp. 1-9. 

Un’eccellente rassegna di livello intermedio sul ruolo del 
complesso di Golgi. 


* Fondamenti di chimica 

Barta, N.S., e Stille, J.R. (1994) Grasping the concepts 
of stereochemistry. /. Chem. Educ. 71, pp. 20-23. 

Una chiara descrizione del sistema RS per denominare 
gli stereoisomeri, con suggerimenti pratici per 
determinare e ricordare le configurazioni degli 
stereoisomeri. 

Thall, E. (1996) When drug molecules look in the 
mirror. /. Chem. Educ., 73, pp. 481-484. 

Le differenze biologiche degli isomeri (R) ed (5) dei 
farmaci. 

Vollhardt, K.P.C., e Shore, N.E. (2011) Organic 
Chemistry: Structure and Function, 6° ed., W. H. Freeman 
and Company, New York. [Trad. it.: Chimica organica, 
Zanichelli, Bologna 2005, 3° ed. italiana condotta sulla 
4° ed. americana.| 

Una discussione aggiornata sulla stereochimica, sui 
gruppi funzionali, sulla reattività e sulla chimica delle 
principali classi di biomolecole. 


e Fondamenti di fisica 

Atkins, P.W., e de Paula, J. (2012) Physical Chemistry 
for the Life Sciences, 2° ed., W. H. Freeman and Company, 
New York. [Trad. it.: Chimica fisica, Zanichelli, Bologna 
2012.] 

Blum, H.F. (1968) Time’s Arrow and Evolution, 3* ed., 
Princeton University Press, Princeton. 

Un’'eccellente discussione su come la seconda legge 
della termodinamica abbia influenzato l'evoluzione 
biologica. 
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* Fondamenti di genetica 

Griffiths, A.J.E, Wessler, S.R., Lewinton, R.C., e 
Carroll, S. (2008) An Introduction to Genetic Analysis, 
W.H. Freeman and Company, New York. [Trad. it.: 
Genetica: principi di analisi formale 9° ed. italiana condotta 
sulla 8 ed. americana, Zanichelli, Bologna 2006.1| 

Jacob, F. (1973) The Logic of Life: A History of Heredity, 
Pantheon Books, Inc., New York. Edizione originale 
(1970): La logique du vivant: une histoire de l'hérédité, 
Editions Gallimard, Paris. [Trad. it.: La logica del vivente, 
storia dell’ereditarietà, CDE, Milano 1990.] 

Un affascinante excursus storico e filosofico su come 
siamo giunti ad acquisire le nostre attuali conoscenze 
molecolari dei viventi. 

Pierce, B. (2012) Genetics: A Conceptual Approach, 

2? ed., W.H. Freeman and Company, New York. 

[Trad. it.: Genetica, Zanichelli, Bologna 2005.1] 


e Fondamenti di biologia dell'evoluzione 

Adams, J.C. (2009) Molecular and cellular evolution: 

a celebration of the 200th anniversary of the birth of 
Charles Darwin. Int. J. Biochem. Cell. Biol., 41, p. 249. 
Raccolta di 14 articoli sui diversi aspetti dell'evoluzione 
cellulare e molecolare che rende interessante questo 
numero della rivista. 

Brow, J.R., e Doolittle, W.F. (1997) Archaea and the 
prokaryote-to-eukaryote transition. Microbiol. Mol. Biol. 
Rev. 61, pp. 456-502. 

Una discussione esauriente sui dati che hanno portato a 
porre gli archea sul ramo dell’albero filogenetico che 
conduce agli organismi pluricellulari. 

Buldin, I., e Szostak, J.W. (2010) Expanding roles for 
diverse physical phenomena during the origin of life. 
Annu. Rev. Biophys., 39, pp. 45-63 

Carroll, S.B. (2006) The Making of the Fittest: DNA and 
the Ultimate Forensic Record of Evolution, W.W. Norton & 
Company, Inc., New York. [Trad. it.: Al di là di ogni 
ragionevole dubbio: la teoria dell'evoluzione alla prova 
dell'esperienza, “Le Scienze”, Roma 2009.] 

Cavicchioli, R. (2011) Archea-timeline of the third 
domain. Nat. Rev. Microbiol. 9, pp. 51-61. 

Una descrizione di livello intermedio sulla scoperta 
degli archea e sulle ricerche condotte su di essi. 

de Duve, C. (1995) The beginnings of life on earth. Am. 
Sci. 83, pp. 428-437. 

Una descrizione degli eventi chimici che hanno 
condotto alla comparsa del primo organismo vivente. 
de Duve, C. (1996) The birth of complex cells. Sci. Am. 
274 (April), pp. 50-57 [Trad. it.: “La nascita della cellula 
eucariote”, Le Scienze n. 334, Milano 1996.] 

Evolution of Catalytic Function. (1987) Cold Spring Harb. 
Symp. Quant. Biol. 52. 

Una raccolta di circa cento articoli su tutti gli aspetti 
dell'evoluzione prebiotica e dei primi momenti 
dell'evoluzione biologica; forse la migliore trattazione 
dell'evoluzione molecolare, di certo una eccellente fonte 
di informazioni a riguardo. 

Gesteland, R.F., Atkins, J.F., e Cech, T.R. (a cura di) 
(2006) The RNA World, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY. 
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Una raccolta di interessanti rassegne su una vasta 
gamma di argomenti correlati allo scenario del “mondo 
a RNA”. 

Knoll, A.H. (2003) Life on a young planet: the first three 
billion years of evolution on Earth, Princeton University 
Press, Princeton. 

Una discussione sulle primissime fasi dell'evoluzione, 
che sottolinea la geochimica dell'ambiente in cui essa ha 
avuto luogo. 

Lazcano, A., e Miller, S.L. (1996) The origin and early 
evolution of life: prebiotic chemistry, the pre-RNA 
world, and time. Cell 85, pp. 793-798. 

Una breve rassegna sugli sviluppi degli studi sull’origine 
della vita: l'atmosfera primitiva, i vulcani sottomarini, 
l'origine degli organismi autotrofi ed eterotrofi, il mondo 
a RNA e il mondo pre-RNA, e il tempo trascorso prima 
della comparsa della vita. 

Martin, W., Baross, J., Kelley, D., e Russell, M.J. 
(2008) Hydrothermal vents and the origin of life. Nat. 
Rev. Microbiol. 6, pp. 805-814. 

Miller, S.L. (1987) Which organic compounds could 
have occurred on the prebiotic earth? Cold Spring Harb. 
Symp. Quant. Biol. 52, pp. 17-27. 

Un sommario degli esperimenti sull’evoluzione chimica, 
scritto dallo scienziato che effettuò il primo 
esperimento, detto di Miller-Urey. 

Noireaux, V., Maeda, Y.T., e Libchaber, A. (2011) 
Development of an artificial cell, from self-organization 
to computation and self-reproduction. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 108, pp. 3473-3480. 

Interessante discussione sulle tappe che devono essere 
affrontate per produrre una cellula vivente a partire 
dall’amido. 

Parker, E.T., Cleaves, H.J., Dworkin, J.P., Glavin, D.P., 
Callahan, M., Aubrey, A., Lazcano, A., 

e Bada, J.L. (2011) Primordial synthesis of amines and 
amino acids in a 1958 Miller HS-rich spark discharge 
experiment. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108, pp. 5526-5531. 
Un moderno riesamine dei campioni prodotti negli 
esperimenti condotti da Miller nel 1958 utilizzando 
l’H.S come uno dei gas atmosferici presenti nella 
miscela iniziale. 

Stiller, J.W. (2007) Plastid endosymbiosis, genome 
evolution and the origin of green plants. Trends Plant 
Sci. 12, pp. 391-396. 

Woese, C.R. (2002) On the evolution of cells. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 99, pp. 8742-8747 

Una breve e chiara rassegna. 

Woese, C.R. (2004) A new biology for a new century. 
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 68, 173-186. 

Sviluppo del pensiero attuale sull’evoluzione cellulare, 
descritto da un’autorità del settore. 

Woese, C.R., Kandler, O., e Wheelis, M.L. (1990) 
Towards a natural system of organisms: proposal for the 
domains Archaea, Bacteria, and Eucarya. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 87, pp. 4576-4579. 

Le dispute sulla divisione delle creature viventi in tre 
regni. 
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SI Problemi 


Vengono proposti alcuni problemi correlati con gli argo- 
menti trattati nel capitolo. Ciascun problema ha un titolo 
per facilitare l’identificazione dell'argomento e la discus- 
sione. Per i problemi che esigono una risposta numerica, 
si tenga presente che nelle risposte i decimali devono sem- 
pre avere il numero corretto di cifre significative. Le solu- 
zione abbreviate dei problemi sono disponibili all'indirizzo 
online.universita.zanichelli.it/nelson-6e. & 


1. 


La dimensione della cellula e dei suoi componenti. 

(a) Se si potesse ingrandire una cellula di 10 000 volte 
(il tipico ingrandimento che si ha con un microsco- 
pio elettronico), quanto sembrerebbe grande? Sup- 
ponete di osservare una “tipica” cellula eucariotica 
con un diametro di 50 pm. 

(b) Se questa fosse una cellula di muscolo (miocita), 
quante molecole di actina potrebbe contenere, sup- 
ponendo che sia sferica e non vi siano altri compo- 
nenti cellulari? (Le molecole di actina sono sferiche 
con un diametro di 3,6 nm. Il volume di una sfera è 
4/3 Tr). 

(c) Se fosse una cellula di fegato (epatocita) delle stesse 
dimensioni, quanti mitocondri potrebbe contene- 
re, supponendo che non vi siano altri componenti 
cellulari? Supponete che la cellula sia sferica, che 
non siano presenti altri componenti cellulari e che 
i mitocondri siano sferici, con un diametro di 1,5 
um. 

(d) Il glucosio è la principale sostanza nutriente del- 
la maggior parte delle cellule. Supponendo che 
sia presente a una concentrazione di 1mm (1 
mmole/L), calcolate quante molecole di glucosio 
sarebbero presenti in un'ipotetica cellula eucario- 
tica (sferica). (Il numero di Avogadro, il numero di 
molecole in 1 mole di una sostanza non ionizzata, 
è 6,02 X 1023.) 

(e) Eesochinasi è un importante enzima del metaboli- 
smo del glucosio. Se la concentrazione di esochina- 
si nella nostra cellula è 20 pm, quante molecole di 
glucosio sono disponibili per ogni molecola di eso- 
chinasi? 

I componenti di E. coli. Le cellule di E. coli hanno una 

forma a bastoncino, lungo circa 2 pm, e un diametro 

di 0,8 um. Il volume di un cilindro è rr°h, dove h è l’al- 

tezza del cilindro. 

(a) Se la densità media di E. coli (la maggior parte è ac- 
qua) è 1,1 X 105 g/L, qual è la massa di una singola 
cellula? 

(b) La parete cellulare protettiva di F. coli è spessa 10 
nm. Quale percentuale del volume totale della cel- 
lula occupa la parete? 

(c) E. coli è in grado di crescere e di moltiplicarsi rapi- 
damente, in quanto in ogni cellula sono presenti 
circa 15 000 ribosomi sferici (diametro di 18 nm), 
utilizzati continuamente per la sintesi di proteine. 
Quale percentuale del volume della cellula è occu- 
pata dai ribosomi? 


3. 
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Linformazione genetica nel DNA di E. coli. Lin- 

formazione genetica contenuta nel DNA è costituita 

da una sequenza lineare di unità codificanti, chiama- 

te codoni. Ogni codone è una sequenza specifica di 

tre nucleotidi (tre coppie di nucleotidi in una mole- 

cola di DNA a doppio filamento), e ogni codone codi- 
fica un singolo amminoacido in una proteina. Il peso 
molecolare della molecola del DNA di E. coli è circa 

3,1 X 10° g/moli. Il peso molecolare medio di una cop- 

pia di nucleotidi è 660 g/moli, e ogni coppia di nucleo- 

tidi contribuisce alla lunghezza del DNA per 0,34 nm. 

(a) Calcolate la lunghezza di una molecola di DNA di 
E. coli. Confrontate le dimensioni della molecola 
di DNA con quelle della cellula (vedi il Problema 
2). Come può una cellula contenere tutto il DNA? 

(b) Supponete che la proteina media di E. coli sia co- 
stituita da una catena di 400 amminoacidi. Qual è 
il numero massimo di proteine che possono essere 
codificate da una molecola di DNA di E. coli? 

L'elevata velocità del metabolismo dei batteri. Le 
cellule batteriche hanno una velocità di metabolismo 
più elevata di quella delle cellule animali. In condi- 
zioni ideali, alcuni batteri raddoppiano di dimensio- 
ni e si dividono in 20 minuti, mentre la maggior par- 
te delle cellule animali richiede 24 ore. Per un’eleva- 
ta velocità del metabolismo è necessario che sia ele- 
vato anche il rapporto area della superficie/volume 
della cellula. 

(a) Perché il rapporto superficie/volume influenza la 
velocità del metabolismo? 

(b) Calcolate il rapporto superficie/volume per il bat- 
terio sferico Neisseria gonorrhoeae (diametro di 
0,5 pm), responsabile della gonorrea. Confronta- 
te questo valore con il rapporto superficie/volume 
di un’ameba globulare, una grande cellula eucario- 
tica con un diametro di 150 pm. Ricordate che l’a- 
rea della superficie di una sfera è 4rrr2. 

Il trasporto assonale veloce. I neuroni sono dotati 

di processi lunghi e sottili detti assoni, strutture spe- 

cializzate nella conduzione dei segnali attraverso il si- 

stema nervoso dell’organismo. Alcuni processi assona- 

li possono essere lunghi 2 m, come per esempio gli as- 

soni che originano nel nostro midollo spinale e termi- 

nano nei muscoli dei piedi. Piccole vescicole racchiuse 
da membrane che trasportano materiali essenziali al- 
la funzione dell’assone si muovono lungo i microtubu- 

li del citoscheletro, dal corpo cellulare verso l’estremi- 

tà dell’assone. Se la velocità media di una vescicola è 1 

p.m/s, quanto tempo impiegherà la vescicola a muover- 

si da un corpo cellulare nel midollo spinale all’estremi- 

tà dell’assone nei piedi? 

La vitamina C: la vitamina sintetica è buona come 

quella naturale? Uno degli argomenti che portano 

avanti i sostenitori dei cibi naturali è che le vitamine ot- 
tenute da fonti naturali sono più efficaci di quelle otte- 
nute per sintesi chimica. Per esempio, si dice che l’aci- 
do L-ascorbico puro (la vitamina C) ottenuto dai frutti 
della rosa canina abbia un migliore effetto sulla salute 
rispetto all’acido L-ascorbico puro prodotto in uno sta- 
bilimento chimico. Sono diverse le due vitamine otte- 
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nute da fonti diverse? Può il nostro organismo distin- 
guere la fonte della vitamina? 

Identificazione dei gruppi funzionali. Nelle Figure 
1.16 e 1.17 sono indicati i gruppi funzionali più comu- 
ni presenti nelle biomolecole. Poiché le proprietà e le 
attività biologiche delle biomolecole dipendono dai lo- 
ro gruppi funzionali, diventa particolarmente rilevan- 
te poterli identificare. In ogni molecola riportata qui 
sotto, indicate i gruppi funzionali presenti. 


HO-P-0- 


HE 00 000- 
H_- tr OH H 
H N lam C--0H H_ _ OH Fosfoenolpiruvato, 
| un intermedio 
H H H del metabolismo 
Etanolammina Glicerolo del glucosio 
(a) (b) (c) 
n o, 4 (6) 
{ 
îa 
CHy H, VA è, 
| C 
dl 
H-C—- NH; 
007 pe lo) 
i HO-C-H 
ai PI | 
H_C-0H 
H-C-0H HgsC_C-CHg3 7 
| | H-0- OH 
CH3 CH,0H 
Treonina, Pantotenato, CH,0H 
un amminoacido una vitamina p-Glucosammina 
(d) (e) (f) 


Attività e stereochimica dei farmaci. Le diffe- 

renze quantitative nelle attività biologiche mo- 
strate da due enantiomeri di un composto sono talvol- 
ta molto grandi. Per esempio, l’isomero p del farmaco 
isoproterenolo, usato nel trattamento dell'asma, è 50- 
80 volte più efficace come broncodilatatore dell’isome- 
ro L. Identificate il centro chirale dell’isoproterenolo. 
Perché i due enantiomeri hanno attività così radical- 
mente diverse? 


i 
HO ) i 
H ‘ 
HO CR 
Isoproterenolo 


Separazione di biomolecole. Studiando una parti- 
colare biomolecola (una proteina, un acido nucleico, 
un carboidrato o un lipide) in laboratorio, il biochimi- 
co deve per prima cosa separare la molecola dalle al- 
tre biomolecole presenti nel campione, deve cioè pu- 
rificarla. Le tecniche specifiche di purificazione sono 
descritte più avanti nel testo. Soltanto analizzando le 
subunità monomeriche di una biomolecola possiamo 
farci delle idee sulle caratteristiche della molecola che 
potranno aiutarci a separarla dalle altre. Per esempio, 
come potreste separare (a) un amminoacido dagli aci- 
di grassi e (b) i nucleotidi dal glucosio? 


10. 


11. 


12. 
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È possibile la vita basata sul silicio? Il silicio è nello 
stesso gruppo del carbonio nella tavola periodica degli 
elementi e, come il carbonio, può formare fino a quat- 
tro legami covalenti. Molte storie di fantascienza han- 
no descritto forme di vita basate sul silicio. È realistica 
questa ipotesi? Quali caratteristiche del silicio lo rendo- 
no meno idoneo del carbonio a essere l'elemento fonda- 
mentale della vita? Per rispondere a questa domanda, 
usate le informazioni presenti in questo capitolo sulla 
versatilità del carbonio e consultate anche un testo di 
chimica inorganica per conoscere le proprietà di lega- 
me del silicio. 

Azione dei farmaci e forma delle molecole. 

Alcuni anni fa due società farmaceutiche produs- 
sero un farmaco che distribuirono sotto i nomi com- 
merciali di Dexedrina e Benzedrina. La struttura del 
farmaco è riportata sotto: 


Le proprietà fisiche (composizione in C, H e N, punto 
di fusione, solubilità ecc.) della Dexedrina e della Ben- 
zedrina erano identiche. La dose orale raccomandata 
per la Dexedrina (che è ancora reperibile sul merca- 
to) era di 5 mg al giorno, mentre quella della Benze- 
drina (non più in commercio) era due volte più alta. 
A quanto pare era necessario somministrare molta 
più Benzedrina che Dexedrina per ottenere la stessa 
risposta fisiologica. Spiegate questa evidente contrad- 
dizione. 

I componenti delle biomolecole complesse. La Fi- 
gura 1.10 mostra le strutture dei principali componenti 
delle biomolecole complesse. Identificate i costituenti 
di ciascuna delle tre importanti biomolecole riportate 
sotto (indicate nella forma ionizzata che presentano a 
pH fisiologico). 

(a) Guanosina trifosfato (GTP), un nucleotide ricco di 

energia che funge da precursore dell’RNA: 


o 
N_Ck 
O 0 0 < T NH 
i Tn PA 
O-P_0-P_0-P-0—CHg 0 NT N" NH, 
Ì 
O 0° 0° H H 
H H 
OH OH 


(b) Metionina encefalina, un peptide oppiaceo del cer- 
vello: 
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(c) Fosfatidilcolina, un componente di molte membra- 


13. Determinazione della struttura di una biomole- 


cola. Dal muscolo di coniglio era stata isolata una so- 

stanza sconosciuta, X. La sua struttura fu stabilita dal- 

le osservazioni e dagli esperimenti seguenti. L'analisi 
qualitativa mostrò che X era composta interamente da 

C, He O. Una quantità nota di X fu ossidata completa- 

mente e fu misurata la quantità di H,0 e CO; prodot- 

te; queste analisi quantitative rivelarono che X conte- 

neva il 40,00% in peso di C, il 6,71% di H e il 53,29% di 

O. La massa molecolare di X fu stabilita con la spettro- 

metria di massa e valutata 90,00 u (unità di massa ato- 

mica; vedi il Box 1.1). Lo spettro agli infrarossi mostrò 
che X conteneva un doppio legame. X si scioglieva ra- 
pidamente in acqua, generando una soluzione acida. 

Una soluzione di X fu analizzata in un polarimetro e si 

stabilì che era otticamente attiva. 

(a) Determinate la formula empirica e molecolare di X. 

(b) Disegnate le possibili strutture di X che si adattino 
alla sua formula e che contengano un doppio lega- 
me. Considerate soltanto strutture lineari o ramifi- 
cate e scartate le strutture cicliche. Si noti che l’os- 
sigeno forma legami deboli con se stesso. 

(c) Qual è il significato strutturale dell’attività ottica 
osservata? Quali strutture in (b) sono in accordo 
con l'osservazione? 

(d) Qual è il significato strutturale dell’osservazione 
che una soluzione di X è acida? Quali strutture in 
(b) sono in accordo con l’osservazione? 

(e) Qual è la struttura di X? Vi è più di una struttura 
compatibile con tutti questi dati? 


14. Identificazione degli stereoisomeri con un atomo 


di carbonio chirale mediante il sistema RS. Il pro- 
panololo è un composto chirale. E(R)-propanololo vie- 
ne usato come contraccettivo; l'(S)-propanololo viene 
impiegato per trattare l'ipertensione. Identificate il car- 
bonio chirale nella struttura della molecola mostrata 
di seguito. Nella figura è mostrato l’isomero (R) o (5)? 
Disegnate l’altro isomero. 


i YO PS 
H 
OH 


15.Identificazione degli stereoisomeri con due ato- 


mi di carbonio chirali mediante il sistema RS. L'i- 
somero (R,R) del metilfenidato (Ritalin) viene impie- 
gato per il trattamento della sindrome da deficit di at- 
tenzione e iperattività (ADHD). Lisomero (S,$) è un 
antidepressivo. Identificate i due carboni chirali nel- 
la struttura della molecola mostrata di seguito. Nella 
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figura è mostrato l’isomero (R,R) o (5,5)? Disegnate 
l’altro isomero. 


È Problema di analisi dei dati 
Hla= 


16. L'interazione delle molecole dal sapore dolce con i 


recettori del gusto. Molti composti hanno un sapore 
dolce per l’uomo. Il sapore dolce viene avvertito quan- 
do una molecola si lega al recettore per il sapore dolce, 
uno dei recettori gustativi presenti sulla superficie di 
alcune cellule specializzate della lingua. Più forte è il 
legame, minore è la concentrazione necessaria per sa- 
turare il recettore, e più dolce è la sensazione avverti- 
ta. La variazione di energia libera standard, AG°, del- 
la reazione di legame tra la molecola dolce e il recetto- 
re per il sapore dolce può essere misurata in kilojoule 
o chilocalorie per mole. 
Il sapore dolce può essere quantificato in unità di “dol- 
cezza molare relativa” (MRS, molar relative sweetness), 
una misura che mette a confronto la dolcezza di una 
sostanza con quella del saccarosio. Per esempio, la sac- 
carina ha un MRS di 161, cioè la saccarina è 161 volte 
più dolce del saccarosio. In pratica, si effettua la misu- 
razione chiedendo a diverse persone di confrontare la 
dolcezza di soluzioni contenenti differenti concentra- 
zioni di ciascun composto. Il saccarosio e la saccarina 
danno la stessa sensazione di dolce quando il saccaro- 
sio ha una concentrazione 161 volte più elevata di quel- 
la della saccarina. 

(a) Qual è la relazione tra VPMRS e il AG° della reazio- 
ne di legame? Specificamente, un valore di AG° più 
negativo corrisponde a un MRS più elevato, o me- 
no elevato? Commentate la risposta. 

Qui in basso vengono riportate le strutture di 10 
composti, tutti dal sapore dolce per l’uomo. Per cia- 
scuna sostanza, vengono riportati i valori di MRS e 
di AG° per il legame al recettore del sapore dolce. 
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NH, 0 
H H 
N. N. 
0a TY Lai 
(0) (0) 


Alitame 
MRS = 1937 
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Tetrabromosaccarosio 
MRS = 13 012 
AG° = —12,2 kcal/mole 


ON 


Acido sucronico 
MRS = 200000 
AG° = —13,8 kcal/mole 


CAPITOLO 1 


Fondamenti di biochimica 


molecola, invece del saggio basato sulle risposte da- 
te dall’uomo o da un animale? 

In un lavoro del 1967 Schallenberger e Acree aveva- 
no suggerito che tutte le molecole dal sapore dolce 
possedessero un raggruppamento strutturale “AH- 
B”, in cui “A e B sono atomi elettronegativi separa- 
ti da una distanza maggiore di 2,5 À [0,25 nm], ma 
inferiore a 4 À [0,4 nm]. H è l'atomo di idrogeno le- 
gato a uno degli atomi elettronegativi con un lega- 
me covalente”. 


(c) Sapendo che la lunghezza di un “tipico” legame 


semplice è di circa 0,15 nm, identificate il gruppo 
(o i gruppi) AH-B presente in ciascuna delle mole- 
cole mostrate sopra. 


(d) Basandovi sui risultati di (c), formulate due obie- 


zioni all’affermazione che “le molecole che conten- 
gono strutture AH-B hanno sapore dolce”. 


(e) Per due delle molecole mostrate in alto il modello 


(î) 


AH-B può essere usato per spiegare le differenze in 
MRS e AG°. Quali sono le due molecole, e come le 
usereste per affermare la validità del modello AH-B? 
Alcune molecole hanno strutture correlate ma va- 
lori diversi di MRS e AG°. Indicatene due, e usate- 
le per affermare che il modello AH-B non può spie- 
gare le differenze del grado di dolcezza osservate. 
Nel loro studio di modellistica computerizzata, 
Morini e collaboratori si sono avvalsi di una strut- 
tura tridimensionale del recettore del sapore dol- 
ce e di un programma di modellamento dinamico 
molecolare chiamato GRAMMI, al fine di prevede- 
re il AG° di legame delle molecole dolci al recetto- 
re del sapore dolce. Prima hanno “allenato” il lo- 
ro modello, cioè hanno rifinito i parametri in mo- 
do che i valori di AG° previsti dal modello corri- 
spondessero ai valori di AG° noti per una serie di 
molecole (“training set”, o “serie di allenamento”). 
Poi hanno “verificato” il modello, chiedendogli di 
prevedere i valori di AG° per una nuova serie di 


molecole (“test set”, “serie di verifica”). 


(g) Perché Morini e collaboratori hanno dovuto veri- 


ficare il loro modello con una serie di molecole di- 
verse da quelle del “test set”? 


(h) Morini e collaboratori hanno trovato che i valori 


dei AG° previsti per il test set differivano dai valo- 
ri reali per una media di 1,3 kcal/mole. Utilizzando 
i valori sopra elencati, stimate l’errore per i valori 
di MRS. 


Morini, Bussoli e Temassi (2005) hanno usato me- 
todi computerizzati (spesso chiamati metodi “in si- 
lico”) per generare modelli del legame delle mole- 
cole dal sapore dolce ai recettori del sapore dolce. 


(b) Perché è così utile possedere un modello compu- 


terizzato per prevedere il grado di dolcezza di una 
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la vita, e la materia vivente può oggi essere studiata, 

analizzata e capita. All’inizio ogni studente deve fa- 
miliarizzare con il linguaggio della biochimica e con alcu- 
ne nozioni fondamentali. La Parte 1 del testo assolverà a 
questo compito. 

I capitoli della Parte 1 riguardano la struttura e la 
funzione delle classi più importanti dei costituenti cel- 
lulari: l’acqua (Capitolo 2), gli amminoacidi e le protei- 
ne (dal Capitolo 3 al Capitolo 6), gli zuccheri e i polisac- 
caridi (Capitolo 7), i nucleotidi e gli acidi nucleici (Ca- 
pitolo 8), gli acidi grassi e i lipidi (Capitolo 10), e, infi- 
ne, le membrane e le proteine segnale (Capitoli 11 e 12). 
Quando tratteremo la struttura e la funzione, esamine- 
remo anche le tecnologie utilizzate per studiare ciascu- 
na classe di biomolecole. Un intero capitolo, il Capitolo 
9, è totalmente dedicato alle biotecnologie del clonaggio 
e della genomica. 

Inizieremo con l’acqua (Capitolo 2), perché le sue pro- 
prietà influenzano la struttura e la funzione degli altri co- 
stituenti cellulari. Per ogni classe di molecole organiche 
considereremo prima la chimica delle unità monomeri- 
che costitutive (amminoacidi, monosaccaridi, nucleotidi e 
acidi grassi); poi descriveremo la struttura delle macromo- 
lecole e dei complessi macromolecolari. Le macromoleco- 
le polimeriche dei sistemi viventi, anche se molto grandi, 
sono altamente ordinate, caratterizzate da specifiche se- 


| a biochimica non è niente altro che la chimica del- 


quenze di unità monomeriche che a loro volta determina- 
no specifiche strutture e funzioni. Questo tema fondamen- 
tale può essere suddiviso in tre principi fra loro correlati: 
(1) la struttura specifica di ogni macromolecola determi- 
na la sua funzione; (2) le interazioni non covalenti svolgo- 
no un ruolo cruciale nella struttura e nella funzione delle 
macromolecole; (3) le unità monomeriche che si trovano 
nelle macromolecole secondo sequenze specifiche rappre- 
sentano una forma di informazione da cui dipende l’ordine 
della materia vivente. 

La relazione tra struttura e funzione è evidente so- 
prattutto nelle proteine, che svolgono un numero eleva- 
tissimo di funzioni diverse. Una particolare sequenza di 
amminoacidi genera una struttura allungata come quel- 
la dei capelli e della lana; una sequenza diversa genera 
una proteina che trasporta l’ossigeno nel sangue; altre 
sequenze producono proteine che catalizzano la rottura 
dei legami tra i diversi amminoacidi. Analogamente, le 
funzioni specifiche dei polisaccaridi, degli acidi nucleici 
e dei lipidi possono essere considerate una diretta con- 
seguenza della loro struttura chimica, in cui le unità mo- 
nomeriche costitutive sono legate tra loro formando po- 
limeri funzionali. Gli zuccheri uniti a formare polimeri 
diventano depositi di energia, o fibre strutturali, o punti 
di riconoscimento di specifiche molecole; i nucleotidi le- 
gati uno di seguito all’altro nel DNA o nell’RNA rappre- 
sentano l'informazione necessaria per la costituzione di 
ne le membrane. Il Capitolo 12 tratta in modo unitario la 
funzione delle biomolecole, descrivendo i sistemi di se- 
gnalazione che regolano l’attività delle biomolecole all’in- 
terno di una cellula, di un organo e tra gli organi, al fine 
di mantenere l’omeostasi degli organismi. 

Passando dalle unità monomeriche a polimeri sempre 
più voluminosi, il ruolo centrale è svolto non dai legami 
covalenti ma dalle interazioni non covalenti. I legami co- 
valenti a livello monomerico e macromolecolare limitano 
le forme che possono assumere le biomolecole di grosse 
dimensioni. Però sono le numerose interazioni non cova- 
lenti che determinano le conformazioni originarie e stabi- 
li delle molecole di grosse dimensioni, e allo stesso tempo 
rendono possibile la flessibilità necessaria per le loro fun- 
zioni biologiche. Come vedremo, le interazioni non cova- 
lenti sono essenziali per la catalisi enzimatica, per le inte- 
razioni fra le basi degli acidi nucleici e per la formazione e 
le proprietà delle membrane. Il principio che le sequenze 
di unità monomeriche sono ricche di informazioni emer- 
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gerà dallo studio degli acidi nucleici (Capitolo 8). Anche 
le proteine e alcuni polimeri degli zuccheri (oligosaccari- 
di) sono molecole ricche di informazioni. La sequenza am- 
minoacidica è un tipo di informazione che dirige l’avvolgi- 
mento delle proteine nelle loro sequenze tridimensionali 
specifiche, e quindi determina la funzione delle proteine. 
Anche alcuni oligosaccaridi hanno sequenze caratteristi- 
che e strutture tridimensionali che vengono riconosciute 
da altre macromolecole. 
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Tutte le classi di molecole hanno una struttura gerar- 
chica simile: le singole unità costitutive sono unite fra loro 
da legami poco flessibili, formando macromolecole le cui 
strutture tridimensionali sono determinate da interazio- 
ni non covalenti. Queste macromolecole quindi interagi- 
scono tra loro, generando strutture sovramolecolari e or- 
ganelli che permettono alla cellula di svolgere le sue mol- 
teplici funzioni metaboliche. Nel loro insieme, le moleco- 
le descritte nella Parte 1 del testo sono l’essenza della vita. 


2.1 Interazionideboli nei sistemi acquosi 


Ile basi deboli 60 


J acqua è la sostanza più abbondante in tutti gli esse- 
ri viventi e rappresenta più del 70% del peso della 
maggior parte degli organismi. I primi organismi vi- 

venti comparvero senza dubbio negli oceani primordiali e 
la loro evoluzione fu influenzata dalle proprietà del mez- 
zo acquoso in cui avevano avuto origine. 

Questo capitolo inizia con la descrizione delle proprie- 
tà fisiche e chimiche dell’acqua, a cui si sono adattate tutte 
le caratteristiche strutturali e funzionali delle cellule. Le 
forze di attrazione tra le molecole di acqua e la sua scarsa 
tendenza a ionizzarsi sono caratteristiche fondamentali 
per la struttura e la funzione delle biomolecole. Rivedre- 
mo il concetto della ionizzazione in termini di costanti di 
equilibrio, pH e curve di titolazione e prenderemo in con- 
siderazione il modo in cui le soluzioni acquose di acidi o 
basi deboli e dei loro sali possono agire da soluzioni tam- 
pone nei confronti delle variazioni del pH nei sistemi bio- 
logici. Le molecole di acqua e i loro prodotti di ionizzazio- 
ne, H* e OH, influenzano profondamente la struttura, il 
modo di combinarsi insieme e le proprietà di tutti i com- 
ponenti cellulari, compresi le proteine, gli acidi nucleici e 
i lipidi. Le interazioni non covalenti responsabili del “ri- 
conoscimento” tra le biomolecole sono influenzate in mo- 
do determinante dalle proprietà dell’acqua come solven- 
te, quale la sua capacità di formare legami idrogeno con 
se stessa e con i soluti. 


Interazioni deboli nei sistemi acquosi 


I legami idrogeno tra le molecole di acqua rappresentano 
la forza di coesione che rende l’acqua un liquido a tem- 
peratura ambiente, e un cristallo a bassa temperatura (il 
ghiaccio) con una disposizione delle molecole altamente 
ordinata. Le biomolecole polari si dissolvono facilmente 
nell'acqua in quanto possono sostituire le interazioni fa- 
vorevoli acqua-acqua con altre interazioni ancora più fa- 


vorevoli acqua-soluto. Al contrario, le molecole non pola- 
ri sono scarsamente solubili in acqua poiché interferisco- 
no con le interazioni favorevoli acqua-acqua, ma non so- 
no in grado di formare interazioni acqua-soluto. Queste 
molecole tendono a raggrupparsi nelle soluzioni acquose. 

I legami idrogeno e ionici, le interazioni idrofobiche 
(dal greco, “che temono l’acqua”) e le interazioni di van 
der Waals sono legami deboli se presi singolarmente, ma, 
essendo numerosi nelle macromolecole, nel complesso so- 
no significativi nel determinare la struttura tridimensio- 
nale delle proteine, degli acidi nucleici, dei polisaccaridi e 
dei lipidi di membrana. 


e Ilegamiidrogeno conferiscono all'acqua proprietà insolite 
Pacqua ha un punto di fusione, un punto di ebollizione e un 
calore di evaporazione più elevati rispetto agli altri liquidi 
che conosciamo (Tabella 2.1). Queste proprietà insolite so- 
no una conseguenza delle attrazioni tra molecole di acqua 
adiacenti, che conferiscono all’acqua allo stato liquido una 
grande coesione interna. Osservando la struttura e la distri- 
buzione elettronica della molecola di acqua è possibile capi- 
re la causa di queste attrazioni intermolecolari. 

Ogni atomo di idrogeno di una molecola di acqua con- 
divide una coppia di elettroni con l'atomo centrale di os- 
sigeno. La geometria della molecola di acqua è determi- 
nata dalla disposizione dei due orbitali elettronici esterni 
dell'ossigeno, simile a quella degli orbitali sp? di legame del 
carbonio (vedi la Figura 1.15). Questi orbitali descrivono 
all’incirca un tetraedro, con un atomo di idrogeno a ciascu- 
no dei due angoli e gli elettroni non condivisi agli altri due 
(Figura 2.1a). Il legame H—O—H ha un angolo di 104,5°, 
poco meno dei 109,5° di un tetraedro perfetto, in quanto 
vi è uno schiacciamento dovuto agli orbitali dell'ossigeno 
non coinvolti nei legami. 

Il nucleo dell’ossigeno attrae gli elettroni in modo 
molto più forte del nucleo dell’idrogeno (cioè di un singo- 
lo protone); ciò significa che l’ossigeno è più elettronega- 
tivo. La distribuzione degli elettroni che sono in compar- 
tecipazione tra H e O non è quindi simmetrica; gli elet- 
troni si trovano molto più spesso nelle vicinanze dell’a- 
tomo di ossigeno che di quello dell’idrogeno. Il risultato 
di questa distribuzione ineguale degli elettroni è la for- 
mazione di due dipoli elettrici nella molecola dell’acqua, 
uno lungo ciascuno dei legami H—O; ogni atomo di idro- 
geno porta una parziale carica positiva ($*) e l'atomo di 
ossigeno ha quindi una parziale carica negativa, uguale 
alla somma di due cariche parziali positive (2ò ). Si viene 
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M Tabella 2.1 Punto di fusione, punto di ebollizione e calore di evaporazione di alcuni liquidi comuni 


Punto di fusione 


(°0) 
Acqua 0 
Metanolo (CH30H) -98 
Etanolo (CH3CH;0H) —117 
Propanolo (CH;CH,CH,0H) —127 
Butanolo (CH;(CH,);CH;0H) —90 
Acetone (CH3COCH;) —95 
Esano (CH3(CH,)4CH3) —-98 
Benzene (CH) 6 
Butano (CH3(CH;),CH3) —135 
Cloroformio (CHC];) —63 


Punto di ebollizione Calore di evaporazione 


(O) 19° 
100 2260 
65 1100 
78 854 
97 687 
117 590 
56 523 
69 423 
80 394 
-0,5 381 
61 247 


* L'energia termica necessaria a convertire 1,0 g di un liquido al suo punto di ebollizione e a pressione atmosferica in gas alla stessa temperatura. E una 
misura diretta dell’energia necessaria per annullare le forze attrattive tra le molecole nella fase liquida. 


così a generare un’attrazione elettrostatica tra l'atomo di 
ossigeno di una molecola d’acqua e l’atomo di idrogeno 
di un’altra (Figura 2.1b) detta legame idrogeno. In tut- 
to il testo i legami idrogeno saranno rappresentati da tre 
lineette parallele di colore blu, come nella Figura 2.1b. 
I legami idrogeno sono relativamente deboli e nell’ac- 
qua allo stato liquido hanno un’energia di dissociazio- 
ne (l’energia necessaria per rompere un legame) di circa 
23 kJ/mole, rispetto ai 470 kJ/mole del legame covalente 
O—H dell’acqua oppure ai 348 kJ/mole del legame cova- 
lente C—C. Il legame idrogeno è per il 10% circa covalente, 
per la sovrapposizione degli orbitali di legame, e per il 90% 
circa elettrostatico. A temperatura ambiente, l’energia ter- 
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Figura 2.1 Struttura della molecola dell’acqua. (a) La natura 
dipolare della molecola d'acqua è mostrata in un modello a palle 
e bastoncini. Le linee tratteggiate rappresentano gli orbitali non 
impegnati in legami. Le coppie di elettroni del guscio esterno 
dell'atomo di ossigeno si dispongono secondo una geometria 
pressoché tetraedrica. Ciascun atomo di idrogeno ha una carica 
parziale positiva localizzata ($*), mentre l'atomo di ossigeno ha 
una parziale carica negativa ($7). (b) Due molecole di H,O unite da 
un legame idrogeno (indicato qui e in tutto il testo da tre linee blu) 
tra l'atomo di ossigeno della molecola in alto e uno degli atomi di 
idrogeno della molecola in basso. | legami idrogeno sono più lunghi e 
più deboli dei legami covalenti O—H. 


mica di una soluzione acquosa (l’energia cinetica dovuta 
al movimento dei singoli atomi e delle singole molecole) 
è dello stesso ordine di grandezza di quella necessaria per 
rompere i legami idrogeno. Quando l’acqua viene riscal- 
data, l'aumento di temperatura è dovuto ai moti più velo- 
ci delle singole molecole di acqua. Anche se in ogni dato 
momento la maggior parte delle molecole di acqua è im- 
pegnata in legami idrogeno, la vita media di ogni legame 
varia da 1 a 20 picosecondi (1 ps = 107! s); quando si rom- 
pe un legame idrogeno, se ne forma immediatamente un 
altro, con la stessa molecola o con una nuova, entro 0,1 ps. 
L'espressione flickering clusters (“ammassi instabili”) è sta- 
ta coniata proprio per descrivere questi gruppi di molecole 
di acqua unite da legami idrogeno con una vita media così 
breve. Il gran numero di legami idrogeno che si forma tra le 
molecole conferisce all’acqua allo stato liquido una grande 
coesione interna. Questi reticoli di molecole di acqua lega- 
te da legami idrogeno formano ponti trasversali anche coni 
soluti (proteine e acidi nucleici, per esempio) e permettono 
a molecole più grandi di interagire tra loro anche a distan- 
ze di molti nanometri senza bisogno di entrare in contatto. 

La disposizione quasi tetraedrica degli orbitali attor- 
no all’ossigeno (Figura 2.1a) consente a ogni molecola di 
acqua di formare legami idrogeno con altre quattro mole- 
cole vicine. Però nell’acqua allo stato liquido, a tempera- 
tura ambiente e a pressione atmosferica, le molecole sono 
in uno stato disordinato e in continuo movimento, cosic- 
ché ogni molecola forma in media solo 3,4 legami idroge- 
no con altre molecole. Nel ghiaccio, invece, ogni moleco- 
la di acqua è bloccata nello spazio e forma quattro legami 
idrogeno con molecole vicine, determinando una struttu- 
ra lineare a reticolo (Figura 2.2). I legami idrogeno sono 
responsabili del valore relativamente alto del punto di fu- 
sione dell’acqua, in quanto è necessaria un'elevata quanti- 
tà di energia termica per rompere una quantità sufficiente 
di legami idrogeno necessaria a destabilizzare la struttu- 
ra cristallina del ghiaccio (Tabella 2.1). Quando il ghiaccio 
fonde o l’acqua evapora, il sistema assorbe calore: 


H;0(solida) — H;O(liquida) 
H;O(liquida) — H;0(gassosa) 


AH = +5,9 kJ/mole 
AH = +44,0 kJ/mole 
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Figura 2.2 Legami idrogeno nel ghiaccio. Nel ghiaccio ogni 
molecola d'acqua forma il maggior numero possibile di legami 
idrogeno, cioè quattro, generando un reticolo cristallino regolare. 
Allo stato liquido, a temperatura ambiente e alla pressione 
atmosferica, ogni molecola d'acqua forma legami idrogeno in media 
con altre 3,4 molecole d'acqua. La struttura a reticolo cristallino rende 
il ghiaccio meno denso dell'acqua allo stato liquido, per questo il 
ghiaccio galleggia sull'acqua. 


Durante la fusione o l’evaporazione, l'entropia del si- 
stema acquoso aumenta perché la disposizione ordinata 
delle molecole di acqua nel ghiaccio passa a quella me- 
no ordinata dello stato liquido o addirittura al caos dello 
stato gassoso. A temperatura ambiente sia la fusione del 
ghiaccio sia l’evaporazione avvengono spontaneamen- 
te; la tendenza delle molecole di acqua ad associarsi me- 
diante legami idrogeno viene superata dalla spinta ener- 
getica verso il disordine. Ricordiamo che la variazione di 
energia libera (AG) deve avere un valore negativo perché 
il processo sia spontaneo: AG = AH — T AS, dove AG rap- 
presenta la forza trainante, AH la variazione di entalpia 
dovuta alla scissione o alla formazione di legami, e AS la 
variazione del disordine. Poiché AH è positivo in un pro- 
cesso di fusione o di evaporazione, è chiaro che è l’au- 
mento dell’entropia AS a rendere il AG negativo e a favo- 
rire le trasformazioni. 


e L'acqua forma legami idrogeno coni soluti polari 

I legami idrogeno non sono una prerogativa dell’acqua. Es- 
si si formano facilmente tra un atomo elettronegativo (un 
accettore di idrogeno, di solito ossigeno o azoto con una 
coppia di elettroni non condivisi) e un atomo di idrogeno 
legato covalentemente a un altro atomo elettronegativo 
(un donatore di idrogeno) nella stessa o in un’altra mole- 
cola (Figura 2.3). Gli atomi di idrogeno legati covalente- 
mente ad atomi di carbonio non partecipano alla forma- 
zione di legami idrogeno, in quanto il carbonio è legger- 
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Figura 2.3 | tipi più comuni di legami idrogeno nei sistemi 
biologici. L'accettore di idrogeno è di solito ossigeno o azoto, 
il donatore di idrogeno è un altro atomo elettronegativo. 


mente più elettronegativo dell’idrogeno e quindi il legame 
C—H è solo debolmente polare. Questa distinzione spie- 
ga come mai il butanolo (CH3(CH;),CH;0H) ha un pun- 
to di ebollizione piuttosto alto, di 117 °C, mentre il butano 
(CH3(CH;),CH) bolle a -0,5 °C. Il butanolo ha un gruppo 
ossidrilico polare e quindi le molecole di butanolo possono 
formare legami idrogeno fra loro. Le biomolecole non cari- 
che ma polari, come gli zuccheri, si sciolgono facilmente in 
acqua per l’effetto stabilizzante dei legami idrogeno che si 
formano tra i gruppi ossidrilici e gli atomi di ossigeno carbo- 
nilici dello zucchero e le molecole polari dell’acqua. Anche 
gli alcoli, le aldeidi, i chetoni e i composti che contengono il 
gruppo N—H formano legami idrogeno con l’acqua (Figu- 
ra 2.4) e tendono a essere solubili in acqua. 
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Figura 2.4 Alcuni legami idrogeno di importanza biologica. 
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Figura 2.5 Direzionalità del legame idrogeno. L'attrazione tra le 
due cariche elettriche parziali (vedi la Figura 2.1) è massima quando 
i tre atomi coinvolti (in questo caso O, H e O) sono disposti in linea 
retta. Quando i gruppi che formano un legame sono soggetti a 
limitazioni strutturali (per esempio, se fanno parte di una singola 
molecola proteica) non sempre è possibile raggiungere la geometria 
ideale e il legame idrogeno risulta più debole. 


I legami idrogeno sono più forti quando le molecole le- 
gate sono orientate in modo da rendere massima l’intera- 
zione elettrostatica, e ciò avviene quando l’atomo di idro- 
geno e gli altri due atomi che partecipano al legame sono 
su una linea retta, cioè quando l'atomo accettore è in linea 
con il legame covalente tra l'atomo donatore e l’H (Figura 
2.5), in modo tale che la carica positiva dello ione idroge- 
no sia posta tra le due cariche parzialmente negative. I le- 
gami idrogeno sono quindi direzionali e capaci di tenere 
unite due molecole o due gruppi in una direzione mole- 
colare specifica. Vedremo in seguito che questa proprie- 
tà del legame idrogeno determina la formazione di strut- 
ture tridimensionali ben precise sia nelle proteine sia ne- 
gli acidi nucleici, in cui vi sono moltissimi legami idroge- 
no intramolecolari. 


e L'acqua interagisce elettrostaticamente con i soluti carichi 

Lacqua è un solvente polare. Essa dissolve facilmente la 
maggior parte delle biomolecole, che sono in genere com- 
posti carichi o polari (Tabella 2.2); i composti che si sciol- 
gono facilmente in acqua sono detti idrofilici (dal greco, 
“amanti dell’acqua”). Al contrario, i solventi non polari co- 
me il cloroformio e il benzene solubilizzano solo in parte 
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le biomolecole polari, mentre sono particolarmente ido- 
nei per le molecole idrofobiche, cioè composti non pola- 
ri come i lipidi e le cere. 

Pacqua scioglie i sali come l’NaCI idratando e stabiliz- 
zando gli ioni Na* e CI, indebolendo le loro interazioni 
elettrostatiche e quindi opponendosi alla loro tendenza ad 
associarsi in una struttura cristallina (Figura 2.6). acqua 
scioglie facilmente anche le biomolecole contenenti gruppi 
funzionali carichi, come i gruppi carbossilici acidi ionizzati 
(—COO ), i gruppi amminici protonati (NH), gli este- 
ri fosforici o le anidridi fosforiche. Lacqua dissolve questi 
composti sostituendo i legami idrogeno soluto-soluto che 
uniscono queste biomolecole luna all'altra con legami idro- 
geno acqua-soluto, annullando così le interazioni elettro- 
statiche tra le molecole di soluto. 

Pacqua è particolarmente efficace nel rompere le inte- 
razioni elettrostatiche fra gli ioni disciolti, perché la sua co- 
stante dielettrica, una funzione fisica che riflette il numero 
di dipoli presenti nel solvente, è particolarmente elevata. 
intensità o forza (F) di queste interazioni ioniche in una 
soluzione dipende dall’entità delle cariche (0), dalla distan- 
za fra i gruppi carichi (r) e dalla costante dielettrica (£, che 
è adimensionale) del solvente in cui avviene l’interazione: 


_ QQ 


2 


F 

er 

Per l’acqua a 25 °C, e è 78,5, mentre per un solvente non 

polare come il benzene è pari a 4,6. Quindi le interazioni 

ioniche sono molto più forti in un ambiente non polare. 

La dipendenza da 1° fa sì che le attrazioni o le repulsioni 

ioniche agiscano solo in ambiti molto limitati, cioè tra 10 

e 40 nm (a seconda della concentrazione dell’elettrolita), 
quando il solvente è l’acqua. 


e Quandolesostanze cristalline si sciolgono l'entropia 
aumenta 

Quando un sale come l’NaCI si scioglie, gli ioni Na* e CIT 

che lasciano il reticolo cristallino acquistano una maggio- 

re libertà di movimento (Figura 2.6). È proprio questo au- 


M Tabella 2.2 Alcuni esempi di biomolecole polari, non polari e anfipatiche (mostrate nella forma ionica a pH 7) 


Polari Non polari 
Glucosio CH,OH Una cera tipica 
(0) 
H H OH 
iN 5/k 
H OH Anfipatiche 
Fenilalanina 
Glicina +NH3 — CH, — C007 
Acido aspartico *NHg 
-00C— CH, — CH— C00- Fosfatidilcolina 
Acido lattico CH3 — CH— C00- ! 
= o (CH): 
Glicerolo OH (0) CH, 5 —CHy 
o- 


HOCH, — CH_ CH, 0H 


L_] Gruppi polari Gruppi non polari 
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mento dell’entropia (disordine) del sistema il principale 
responsabile della facilità con cui i sali come l’NaCI si sciol- 
gono in acqua. In termini termodinamici, durante la for- 
mazione della soluzione si ha una variazione di energia li- 
bera favorevole: AG = AH — T AS, dove AH ha un piccolo 
valore positivo e T AS un valore nettamente positivo; AG 
è quindi negativo. 


e lgasnon polari sono poco solubili in acqua 

I gas biologicamente importanti CO,, O, ed N, non sono 
polari. Nelle molecole O; ed N; gli elettroni sono egual- 
mente distribuiti tra i due atomi, invece nella CO; il lega- 
me C=0 è polare, ma i due dipoli generati dai due atomi 
di ossigeno sono in direzioni esattamente opposte e si an- 
nullano reciprocamente (Tabella 2.3). Il passaggio di que- 
ste molecole di gas dallo stato gassoso disordinato alla solu- 
zione acquosa limita considerevolmente il loro movimento 
e porta quindi a una diminuzione dell’entropia. La natura 
non polare di questi gas e la diminuzione di entropia che 
si ha quando passano in soluzione riducono molto la loro 
solubilità in acqua (Tabella 2.3). Alcuni organismi possie- 
dono proteine trasportatrici solubili in acqua (per esem- 
pio, l’emoglobina e la mioglobina) che facilitano il traspor- 
to dell’O.. Il biossido di carbonio (anidride carbonica) nel- 
le soluzioni acquose forma acido carbonico (HC0;) e vie- 
ne trasportato come ione HCO; (bicarbonato); il bicarbo- 
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Figura 2.6 L'acqua come solvente. 

a L'acqua scioglie molti sali cristallini, 

Tone CIT idratando gli ioni che li compongono. 
idratato Il reticolo cristallino dell'NaCI si 

disgrega quando le molecole d'acqua si 
raggruppano intorno agli ioni CI e Na*. Le 
cariche ioniche vengono così parzialmente 
neutralizzate e le attrazioni elettrostatiche 
necessarie per la formazione del reticolo si 
indeboliscono. 


Ione Na* 
idratato 


nato è molto solubile in acqua (circa 100 g/1 a 25 °C) sia in 
forma libera, sia legato all’emoglobina. Altri tre gas, PNH;, 
Y'NO e l’H3S, hanno ruoli biologici importanti in alcuni or- 
ganismi; sono gas polari, che si sciolgono facilmente in ac- 
qua e che, una volta in soluzione, ionizzano. 


e composti non polari causano variazioni 
energeticamente non favorevoli nella struttura dell’acqua 

Quando all’acqua viene aggiunto benzene o esano, si for- 
mano due fasi: nessuno dei due liquidi è solubile nell’al- 
tro. Composti non polari, come il benzene e l’esano, sono 
idrofobici; essi non vanno incontro a interazioni energe- 
ticamente favorevoli con le molecole d’acqua e inoltre in- 
terferiscono con la formazione dei legami idrogeno. Tut- 
te le molecole o gli ioni in soluzione acquosa interferisco- 
no con la formazione dei legami idrogeno tra le moleco- 
le d’acqua che si trovano nelle immediate vicinanze, ma i 
soluti polari o carichi (come l’NaCI) compensano la rottu- 
ra dei legami idrogeno tra le molecole di acqua, forman- 
do nuove interazioni tra l’acqua e il soluto. La variazione 
netta di entalpia (AH) relativa alla solubilizzazione di que- 
sti composti è in genere modesta. Invece i soluti idrofobici 
non hanno questo meccanismo di compensazione e la lo- 
ro aggiunta all'acqua può provocare un piccolo aumento 
di entalpia. La rottura dei legami idrogeno tra le molecole 
d’acqua sottrae energia al sistema recuperandola dall’am- 


BM Tabella 2.3 Solubilità di alcuni gas in acqua 


Solubilità in acqua 


Gas Struttura* Polarità (g/L)* 
Azoto N=N Non polare 0,018 (40 °C) 
Ossigeno o0=0 Non polare 0,035 (50 °C) 
Anidride carbonica è è Non polare 0,97 (45 °C) 
0=C=0 
Ammoniaca il gH Polare 900 (10 °C) 
a, 
N 1 è- 
Acido solfidrico H H Polare 1860 (40 °C) 
A 
s- 


* Le frecce rappresentano i dipoli elettrici, con la parziale carica negativa (3) localizzata sulla punta e la par- 


ziale carica positiva (d*) sulla coda qui non mostrato. 


* Si noti che, perfino a basse temperature, le molecole polari si sciolgono molto più facilmente di quanto fanno 
le molecole non polari a temperature relativamente più alte. 
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Gruppi di molecole 
di H,0 fluttuanti 
all’interno di un grappolo 
Molecole di H,0, 
disposte in modo altamente ordinato, 
formano delle specie di “gabbie” 
intorno alle catene alchiliche idrofobiche 


(a) 


Figura 2.7 | composti anfipatici in soluzioni acquose. (a) Gli acidi 
grassi a catena lunga hanno catene alchiliche fortemente idrofobiche, 
ognuna delle quali è circondata da uno strato ordinato di molecole 

di acqua. (b) Raggruppandosi in micelle, le molecole di acido grasso 
espongono la minore superficie idrofobica possibile all'acqua, quindi 
sono necessarie meno molecole di acqua ordinate. L'energia che si 
guadagna con la liberazione delle molecole di acqua immobilizzate 
stabilizza le micelle. 


biente. Oltre alla richiesta di tale apporto di energia, l’ag- 
giunta di composti idrofobici all'acqua produce una dimi- 
nuzione di entropia, che può essere misurata. Le moleco- 
le d’acqua nelle immediate vicinanze di un soluto non po- 
lare sono costrette ad assumere un orientamento preciso, 
formando una struttura che circonda ciascuna molecola 
di soluto. Queste molecole di acqua non hanno una dispo- 
sizione altamente ordinata, come quella dei clatrati, com- 
posti cristallini formati da soluti non polari e da acqua, ma 
in ambedue i casi l’effetto è lo stesso: la disposizione ordi- 
nata delle molecole di acqua riduce l’entropia. Il numero 
delle molecole di acqua disposte in modo ordinato, e quin- 
di l'entità della diminuzione dell’entropia, è proporzionale 
all’area della superficie del soluto idrofobico incluso nella 
gabbia formata dalle molecole di acqua. L'energia libera 
necessaria per sciogliere un soluto non polare in acqua è 
quindi sfavorevole: AG = AH — T AS, dove AH ha un valo- 
re positivo, AS ha un valore negativo, quindi AG è positivo. 

I composti anfipatici contengono nella loro molecola 
regioni polari (o cariche) e regioni non polari (vedi la Ta- 
bella 2.2). Quando un composto anfipatico viene mesco- 
lato all'acqua, la regione polare idrofilica interagisce favo- 
revolmente con l’acqua e tende a dissolversi, mentre la re- 
gione non polare, idrofobica, evita il contatto con l’acqua 
(Figura 2.7a). Le regioni non polari della molecola si rag- 
gruppano in modo da esporre al solvente acquoso la minor 
superficie possibile e le regioni polari si dispongono in mo- 
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Tutti i gruppi 
idrofobici sono 
separati dall'acqua; 
vi sono poche 
molecole di acqua 
altamente ordinate, 
quindi l’entropia 
aumenta 
ulteriormente 


do da rendere ottimali le loro interazioni con l’acqua (Fi- 
gura 2.7b). I composti anfipatici in acqua assumono delle 
strutture stabili, chiamate micelle, che possono contene- 
re centinaia o migliaia di molecole. I legami che tengono 
unite le regioni non polari delle molecole sono detti inte- 
razioni idrofobiche. La forza di queste interazioni idro- 
fobiche non dipende dalle singole attrazioni fra le moleco- 
le non polari, ma è dovuta alla maggiore stabilità termodi- 
namica che il sistema raggiunge rendendo minimo il nu- 
mero di molecole di acqua disposte in modo ordinato che 
circondano la porzione idrofobica delle molecole di soluto. 

Molte biomolecole sono anfipatiche: le proteine, i pig- 
menti, alcune vitamine, gli steroli e i fosfolipidi di mem- 
brana presentano tutti regioni polari e non polari. Strut- 
ture composte da queste molecole vengono stabilizzate 
dalle interazioni idrofobiche tra le regioni non polari. Le 
interazioni idrofobiche fra lipidi e fra lipidi e proteine so- 


© 978-88-08-26148-9 


Molecole di acqua ordinate che interagiscono 
con il substrato e con l'enzima 
p A 
(o le. ©) 


A 


Enzima 


Figura 2.8 La liberazione di molecole di acqua ordinate 
favorisce la formazione del complesso enzima-substrato. Quando 
sono separati, enzima e substrato costringono le molecole di acqua 
vicine a disporsi in modo ordinato. Il legame del substrato con 


no fra le più importanti nel determinare la struttura delle 
membrane biologiche. Le interazioni idrofobiche tra am- 
minoacidi non polari stabilizzano la struttura tridimensio- 
nale delle proteine. 

Anche i legami idrogeno fra l’acqua e le molecole di 
soluti polari determinano un aumento dell’ordine delle 
molecole d’acqua, ma l’effetto energetico è meno signifi- 
cativo di quello dei soluti non polari. La disorganizzazio- 
ne della struttura ordinata delle molecole d’acqua è parte 
della forza trainante per il legame di un substrato polare 
(reagente) con la superficie polare complementare di un 
enzima: l'entropia aumenta man mano che l'enzima va a 
sostituire le molecole di acqua ordinate legate al substra- 
to (Figura 2.8). 


e  Leinterazioni di van der Waals sono attrazioni 
interatomiche deboli 

Quando due atomi privi di carica vengono portati molto 
vicini l’uno all’altro, le loro nuvole elettroniche si influen- 
zano vicendevolmente. Le variazioni casuali della posi- 
zione degli elettroni intorno a un nucleo possono creare 
un dipolo elettrico transitorio, che induce la formazione 
di un altro dipolo elettrico transitorio, ma opposto nell’al- 
tro atomo. I due dipoli si attraggono debolmente l’un l’al- 
tro, avvicinando i due nuclei. Queste attrazioni deboli so- 
no chiamate interazioni di van der Waals (o anche forze 
di London). Man mano che i due nuclei si avvicinano, le 
loro nubi elettroniche cominciano a respingersi. Nel pun- 
to in cui l'attrazione è massima, si dice che i nuclei sono in 
contatto di van der Waals. Ogni atomo ha un suo caratteri- 
stico raggio di van der Waals, che è una misura di quan- 
to l'atomo permette a un altro atomo di avvicinarsi (Tabel- 
la 2.4). Nei modelli “a spazio pieno” che vengono mostrati 
in questo libro gli atomi hanno dimensioni proporzionali 
ai loro raggi di van der Waals. 
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Molecole di acqua disordinate staccate durante 
la formazione del complesso enzima-substrato 


Il complesso enzima-substrato 
è stabilizzato dalla formazione 
di legami idrogeno, interazioni 
ioniche e interazioni 
idrofobiche 


l'enzima porta alla liberazione di alcune di queste molecole di acqua, 
causando un aumento di entropia che favorisce termodinamicamente 
la formazione del complesso enzima-substrato (vedi pagina 206). 


BM Tabella 2.4 Raggi di van der Waals e raggi covalenti 
(legami singoli) di alcuni elementi 


Raggio di Raggio covalente 

van der Waals per legami singoli 
Elemento (nm) (nm) 
H 0,11 0,030 
(0) 0,15 0,066 
N 0,15 0,070 
Cc 0,17 0,077 
S 0,18 0,104 
P 0,19 0,110 
I 0,21 0,133 


Fonti: per i raggi di van der Waals, Chauvin, R. (1992) Explicit periodic trend of 
van der Waal radii. /.Phys. Chem. 96, 9194-9197. Per i raggi covalenti, Pauling, 
L. (1960) Nature of the Chemical Bond, 3* edizione, Cornell University Press, 
Ithaca, NY. 

Nota: i raggi di van der Waals sono proporzionali alle dimensioni degli atomi dei 
modelli a spazio pieno. Quando due atomi sono legati covalentemente, i raggi ato- 
mici al punto di legame sono inferiori ai raggi di van der Waals, perché gli atomi 
legati sono tenuti assieme dalla coppia di elettroni condivisa. La distanza tra i nu- 
clei di due atomi nelle interazioni di van der Waals o nei legami covalenti è circa 
uguale alla somma dei raggi di van der Waals o dei raggi covalenti dei due atomi, 
rispettivamente. Per esempio, la lunghezza di un legame covalente singolo carbo- 
nio-carbonio è di circa 0,077 nm + 0,077 nm =0,154 nm. 


e  Leinterazioni deboli sono fondamentali per la struttura 

e la funzione delle macromolecole 
Io penso che, man mano che le metodiche della chimi- 
ca strutturale verranno applicate ai problemi fisiologi- 
ci, si scoprirà che il significato del legame idrogeno per 
la fisiologia è più rilevante di quello di ogni altra carat- 
teristica strutturale. 

Linus Pauling, The Nature ofthe Chemical Bond, 1939 


Le interazioni non covalenti che abbiamo descritto, cioè 
i legami idrogeno e ionici, le interazioni idrofobiche e di 
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van der Waals (Tabella 2.5 ), sono molto più deboli dei 
legami covalenti. Occorre un apporto energetico di circa 
350 kJ per rompere una mole (6 X 10°) di legami covalen- 
ti C—C e di circa 410 kJ per rompere una mole di legami 
C—H, ma sono sufficienti appena 4 kJ per rompere una 
mole di tipici legami di van der Waals. Anche le interazio- 
ni idrofobiche sono molto più deboli dei legami covalenti, 
nonostante vengano notevolmente rinforzate dai solventi 
fortemente polari (per esempio da una elevata concentra- 
zione salina). La forza delle interazioni ioniche e dei lega- 
mi idrogeno varia in funzione della polarità del solvente e 
dell’allineamento degli atomi che formano il legame, ma è 
comunque significativamente inferiore a quella dei legami 
covalenti. In soluzione acquosa a 25 °C, l’energia termica 
disponibile può essere dello stesso ordine di grandezza di 
queste interazioni. Quindi l'interazione fra le molecole di 
soluto e di solvente (acqua) è favorita quasi quanto le in- 
terazioni soluto-soluto. Di conseguenza i legami idrogeno, 
le interazioni idrofobiche e di van der Waals si formano e 
si rompono continuamente. 

Anche se questi quattro tipi di interazione sono più 
deboli dei legami covalenti, l’effetto cumulativo di mol- 
te interazioni non covalenti può essere molto significati- 
vo. Per esempio, il legame non covalente fra un enzima e 
il suo substrato può coinvolgere diversi legami idrogeno, 
molte interazioni ioniche e anche interazioni idrofobiche 
e di van der Waals. La formazione di ognuno di questi le- 
gami deboli contribuisce a una netta diminuzione dell’e- 
nergia libera del sistema. Possiamo calcolare la stabilità 
di un’interazione non covalente, come quella del legame 
idrogeno fra una piccola molecola e una macromolecola, 
dall'energia di legame, cioè dalla riduzione di energia del 
sistema nel momento in cui avviene il legame. La stabi- 
lità, misurata dal valore della costante di equilibrio (ve- 
di oltre) della reazione di legame, varia esponenzialmente 
con l’energia di legame. Per separare due molecole (come 


M Tabella 2.5 | quattro tipi di interazioni non covalenti 
(“deboli”) che si formano tra biomolecole 
in soluzione acquosa 
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l'enzima e il suo substrato legato) associate non covalen- 
temente tramite interazioni deboli multiple, tutte que- 
ste interazioni devono essere rotte nello stesso momento. 
Poiché le interazioni fluttuano casualmente, la rottura si- 
multanea di tutte le interazioni è poco probabile. Quindi, 
5 o 20 interazioni deboli conferiscono una stabilità mo- 
lecolare nettamente superiore rispetto a quella che ci si 
aspetterebbe dalla semplice somma delle singole deboli 
energie di legame. 

Macromolecole come le proteine, il DNA e ’PRNA con- 
tengono così tanti siti per la formazione di potenziali lega- 
mi idrogeno e di interazioni idrofobiche o di van der Waals, 
che l’effetto cumulativo di queste piccole forze può essere 
enorme. Per le macromolecole la struttura più stabile (cioè 
quella nativa) è generalmente quella in cui il numero del- 
le interazioni deboli è il più elevato. Il ripiegamento di un 
singolo polipeptide o di una catena polinucleotidica nella 
struttura tridimensionale è determinato da questo princi- 
pio. Il legame di un antigene a un anticorpo specifico di- 
pende dall’effetto cumulativo di molte interazioni deboli. 
Come detto prima, l'energia che viene rilasciata quando 
un enzima si lega non covalentemente al suo substrato è la 
fonte principale del potere catalitico dell'enzima. Il legame 
di un ormone o di un neurotrasmettitore al suo recettore 
cellulare proteico è il risultato di molte interazioni deboli. 
La grande dimensione degli enzimi e dei recettori, rispet- 
to ai loro substrati o ligandi, genera superfici che offrono 
molte opportunità per la formazione di interazioni debo- 
li. A livello molecolare, la complementarità tra biomoleco- 
le che interagiscono tra loro riflette la complementarità e 
le interazioni deboli tra gruppi polari carichi e idrofobici 
presenti sulle superfici delle molecole. 

Quando la struttura di una proteina come l’emoglobi- 
na (Figura 2.9) viene analizzata mediante cristallografia 
ai raggi X (vedi il Box 4.5) spesso si trovano molecole di 
acqua così fortemente legate che entrano a far parte della 


Figura 2.9 Legame dell’acqua nell’emoglobina. (PDB ID 1A3N) 
La struttura cristallina dell'emoglobina è mostrata (a) con molecole 
di acqua legate (sfere rosse) e (b) senza molecole di acqua. Queste 
molecole sono così fortemente legate alla proteina che influenzano il 
pattern di diffrazione dei raggi X come se si fossero fissate a parti del 
cristallo. Le due subunità a dell'emoglobina sono mostrate in grigio, 
le due subunità ft in blu. A ogni subunità è legato un gruppo eme 
(struttura a bastoncini rossi), visibile solo nella subunità p in questa 
figura. La struttura e la funzione dell'emoglobina saranno discusse in 
dettaglio nel Capitolo 5. 
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Figura 2.10 Catena di molecole d’acqua nel citocromo f. 
L'acqua si lega a un canale protonico del citocromo f, una proteina 
di membrana che fa parte del meccanismo fotosintetico dei 
cloroplasti (vedi la Figura 19.61). Cinque molecole di acqua sono 
legate l'una all'altra e ai gruppi funzionali della proteina: gli atomi che 
fanno parte dello scheletro peptidico dei residui di valina, prolina, 
arginina e alanina, e le catene laterali di tre residui di asparagina e 
due di glutammina. Alla proteina è legato un gruppo eme (vedi la 
Figura 5.1), con il suo ione ferroso che facilita il flusso degli elettroni 
durante la fotosintesi. Il flusso elettronico è accoppiato al trasporto 
dei protoni attraverso la membrana, che probabilmente utilizza un 
meccanismo di “salto protonico” (vedi la Figura 2.14) attraverso una 
serie di molecole d'acqua legate tra loro. 


sua struttura cristallina. Lo stesso accade per alcune mo- 
lecole di acqua presenti nei cristalli di RNA o DNA. Que- 
ste molecole di acqua legate possono essere identificate 
per risonanza magnetica nucleare e hanno proprietà dif- 
ferenti rispetto a quelle della gran massa d’acqua che co- 
stituisce il solvente. Per esempio, esse non sono osmotica- 
mente attive (vedi oltre). Le molecole di acqua legate sono 
essenziali per la funzione di molte proteine. Per esempio, 
in una delle reazioni più importanti del processo di foto- 
sintesi, i protoni attraversano una membrana biologica 
man mano che gli elettroni fluiscono attraverso una serie 
di proteine trasportatrici favoriti dall’energia solare (ve- 
di la Figura 19.62). Una di queste proteine, il citocromo f, 
possiede un gruppo di cinque molecole d’acqua legate 
insieme (Figura 2.10), che possono costituire una sorta 
di percorso per i protoni che attraversano la membrana, 
tramite un processo conosciuto con il nome di “salto pro- 
tonico” (descritto più avanti). Un’altra di queste pompe 
che traslocano protoni, la batteriorodopsina, quasi cer- 
tamente utilizza una catena di molecole d’acqua orien- 
tate in modo preciso per il trasferimento transmembra- 
na dei protoni (vedi la Figura 19.69b). Le molecole d’ac- 
qua strettamente legate tra loro possono anche costitui- 
re una parte essenziale del sito di legame di una proteina 
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Figura 2.11 Le molecole d’acqua unite da legami idrogeno 
sono parte integrante del sito di legame di una proteina per 

uno zucchero. Nella proteina che lega l’.-arabinosio del batterio 

E. coli, cinque molecole d'acqua generano una rete di interazioni 
costituite dai legami idrogeno tra lo zucchero arabinosio (al centro) 

e almeno 13 residui amminoacidici nel sito di legame dello zucchero. 
In questa vista tridimensionale, i gruppi che interagiscono tra loro 
formano due strati distinti. | residui amminoacidici presenti nel primo 
strato sono evidenziati in rosso, quelli che sostituiscono il secondo 
strato sono colorati in verde. Alcuni legami idrogeno sono disegnati 
più lunghi di altri per una maggiore chiarezza della struttura. In realtà, 
essi non sono più lunghi degli altri legami idrogeno. 


per il suo ligando. Per esempio, nella proteina batterica 
che lega l’arabinosio, cinque molecole d’acqua formano 
legami ionici trasversali essenziali tra lo zucchero (l’ara- 
binosio) e i residui amminoacidici presenti nel sito di le- 
game dello zucchero (Figura 2.11). 


e |soluti influenzano le proprietà colligative delle soluzioni 

acquose 
Tutti i tipi di soluti alterano alcune proprietà fisiche 
dell’acqua: la tensione di vapore, il punto di ebollizione, il 
punto di fusione (di congelamento) e la pressione osmoti- 
ca. Queste proprietà sono chiamate proprietà colligative, 
perché l’effetto dei soluti sulle quattro proprietà ha lo stes- 
so fondamento: la concentrazione dell’acqua in soluzione 
è più bassa rispetto all’acqua pura. L'effetto della concen- 
trazione del soluto sulle proprietà colligative dell’acqua 
non dipende dalle proprietà chimiche del soluto; dipen- 
de solo del numero delle particelle di soluto (molecole, io- 
ni) presenti nell'acqua. Per esempio, un composto come 
l’NaCI, che si dissocia in soluzione, ha un effetto sulla pres- 
sione osmotica doppio rispetto a quello di un uguale nu- 
mero di molecole di un soluto che non si dissocia, come 
il glucosio. 

Le molecole d’acqua tendono a spostarsi da una regione 
a più alta concentrazione a un’altra a concentrazione più 
bassa, seguendo la tendenza naturale dei sistemi a diventa- 
re più disordinati. Quando due soluzioni acquose vengono 
separate da una membrana semipermeabile (che permette 
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il passaggio di acqua ma non di molecole di soluto), le mo- 
lecole d’acqua diffondono dalla regione a più alta concen- 
trazione alla regione a più bassa concentrazione di acqua, 
determinando una pressione osmotica (Figura 2.12). Que- 
sta pressione è indicata con II ed è espressa come la forza 
necessaria per opporsi allo spostamento dell’acqua (Figura 
2.12c); essa è descritta dall’equazione di van’t Hoff: 


II = icRT 


in cui R è la costante dei gas e T è la temperatura assolu- 
ta. Il simbolo i rappresenta il fattore di van’t Hoff, una mi- 
sura di quanto il soluto si dissocia in due o più specie io- 
niche. Il termine ic è invece l’osmolarità della soluzione, 
cioè il prodotto del fattore i di van°t Hoff (la misura del 
grado di dissociazione del soluto in più specie ioniche) e 
della concentrazione molare c del soluto. In una soluzio- 
ne diluita l’NaCI si dissocia completamente in Na* e CIT, 
raddoppiando il numero delle particelle di soluto, quindi 
i = 2. Per tutte le sostanze non ionizzabili, i è pari a 1. Per 
le soluzioni con più soluti (n), II è la somma dei contribu- 
ti di ciascuna specie: 


II=RT (i101 # i3c2 rad inCn) 


L’osmosi, cioè il passaggio dell’acqua attraverso una mem- 
brana semipermeabile sotto la spinta di una pressione 
osmotica, è un fattore importante nella vita della mag- 
gior parte delle cellule. Le membrane plasmatiche sono 
più permeabili all'acqua rispetto alla maggioranza delle 
altre piccole molecole, ioni o macromolecole. Questa per- 


Forza (Il) che si oppone 


Soluto all’osmosi 


non permeabile 
sciolto in acqua 
Pistone 


(a) (b) (e) 


Membrana 
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Figura 2.12 Osmosi e valutazione della pressione osmotica. 
(a) Stato iniziale. Il tubo contiene una soluzione acquosa, mentre 

il bicchiere contiene acqua pura; la membrana semipermeabile 
consente il passaggio dell'acqua, ma non del soluto. L'acqua tende 
quindi a fluire dal bicchiere all'interno del tubo per uguagliare la 
concentrazione nei due compartimenti. (b) Stato finale. L'acqua 

è entrata nel tubo, diluendo il soluto, e il volume della soluzione 

nel tubo è aumentato. All'equilibrio, la forza di gravità che agisce 
sulla superficie della soluzione nel tubo diventa uguale alla forza 
che spinge l'acqua ad entrare dal bicchiere nel tubo, dove la 
concentrazione di soluto è minore. (c) La pressione osmotica II è una 
misura della forza che si deve applicare per far ritornare l'acqua nel 
tubo al livello di partenza, cioè a quello del bicchiere; questa forza è 
proporzionale all'altezza h della colonna di liquido del tubo in (b). 
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meabilità è dovuta in gran parte a canali proteici (acqua- 
porine; vedi la Figura 11.45) localizzati nella membrana, 
che permettono il passaggio selettivo dell’acqua. Soluzio- 
ni con osmolarità uguale a quella del citosol cellulare si 
dicono isotoniche rispetto alla cellula. Se è circondata da 
una soluzione isotonica, la cellula non acquista né perde 
acqua (Figura 2.13). In una soluzione ipertonica, cioè con 
un’osmolarità maggiore di quella del citosol, la cellula si 
raggrinzisce man mano che l’acqua esce. In una soluzione 
ipotonica, ovvero con un’osmolarità più bassa rispetto 
a quella del citosol, la cellula si rigonfia man mano che 
l’acqua entra. Nel loro ambiente naturale le cellule con- 
tengono in genere concentrazioni di biomolecole e di io- 
ni più elevate dell'ambiente circostante, quindi la pressio- 
ne osmotica tende a fare entrare l’acqua dentro la cellula. 
Se non fosse controbilanciato in qualche modo, l'ingresso 
dell’acqua nella cellula distenderebbe la membrana pla- 
smatica fino a causarne la rottura, e quindi la disgregazio- 
ne della cellula (lisi osmotica). 

Per evitare che questo accada si sono evoluti diversi 
meccanismi. Nei batteri e nelle piante la membrana pla- 
smatica è circondata da una parete cellulare non espan- 
dibile, con una rigidità sufficiente a resistere alla pressio- 
ne osmotica e impedire così la lisi osmotica. Alcuni proti- 
sti che vivono in acqua dolce e quindi in un mezzo forte- 
mente ipotonico possiedono un organello (il vacuolo con- 


Soluti 
extracellulari 


Soluti 
intracellulari 


(a) Cellula in soluzione 
isotonica; non vi è 
trasferimento netto 

di acqua. 


(b) Cellula in soluzione 
ipertonica; l’acqua 
fuoriesce dalla cellula, 
che si raggrinzisce. 


(c) Cellula in soluzione 
ipotonica: l’acqua entra 
nella cellula, rigonfiandola, 
e può anche farla scoppiare. 


Figura 2.13 Effetto dell'’osmolarità extracellulare sui movimenti 
dell’acqua attraverso lamembrana plasmatica. Quando una 
cellula che si trova in una condizione di equilibrio osmotico con 
l'ambiente circostante, cioè in un mezzo isotonico (a) viene trasferita 
in una soluzione ipertonica (b), o in una soluzione ipotonica (c), 
l'acqua attraversa la membrana plasmatica nella direzione che tende 
a pareggiare l'osmolarità all'esterno e all’interno della cellula. 
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trattile) che pompa acqua fuori della cellula. Negli animali 
pluricellulari il plasma sanguigno e i liquidi interstiziali (i 
fluidi extracellulari che circondano le cellule) sono man- 
tenuti a un’osmolarità simile a quella del citosol. Eeleva- 
ta concentrazione di albumina e di altre proteine nel pla- 
sma contribuisce a mantenere costante la sua osmolarità. 
Le cellule pompano anche Na* e altri ioni nel liquido in- 
terstiziale per mantenere l’equilibrio osmotico con l’am- 
biente circostante. 

Poiché l’effetto dei soluti sull’osmolarità dipende dal 
numero delle particelle disciolte, e non dalla loro massa, 
le macromolecole (proteine, acidi nucleici, polisaccaridi) 
hanno un effetto nettamente inferiore sull’osmolarità ri- 
spetto a una soluzione contenente una uguale massa dei 
loro componenti monomerici. Per esempio, un grammo di 
un polisaccaride composto da 1000 unità di glucosio ha 
meno effetto sull’osmolarità di un milligrammo di gluco- 
sio libero. Quindi, conservare il combustibile sotto forma 
di polisaccaridi (amido o glicogeno), piuttosto che sotto 
forma di glucosio o di altri zuccheri semplici, impedisce 
che la pressione osmotica aumenti enormemente all’in- 
terno della cellula. 

Le piante utilizzano la pressione osmotica per raggiun- 
gere la rigidità meccanica. L'elevata concentrazione di so- 
luti nei vacuoli delle cellule vegetali attira acqua all’inter- 
no della cellula (Figura 2.13), ma la parete cellulare non 
espandibile impedisce il rigonfiamento cellulare; la pres- 
sione esercitata sulla parete cellulare (pressione di turgo- 
re) aumenta invece la resistenza dei tessuti e dell’intera 
pianta. Quando l’insalata avvizzisce è perché la perdita di 
acqua ne ha ridotto la pressione di turgore. L’osmosi de- 
ve essere presa in considerazione anche nei protocolli de- 
gli esperimenti di laboratorio. I mitocondri, i cloroplasti e 
i lisosomi, per esempio, sono circondati da membrane se- 
mipermeabili. Quando questi organelli vengono isolati da 
un omogenato, i biochimici devono effettuare i fraziona- 
menti necessari alla loro separazione in soluzioni isotoni- 
che (vedi la Figura 1.8) per impedire che negli organelli 
penetri troppa acqua e che il rigonfiamento conseguente 
ne provochi la rottura. I tamponi utilizzati per il fraziona- 
mento generalmente contengono concentrazioni di sacca- 
rosio o di altri soluti inerti sufficienti a proteggere gli or- 
ganelli dalla lisi osmotica. 


>, 


SZ Forza osmotica di un organello | 

Supponiamo che i più importanti soluti dei lisosomi intat- 
ti siano il KCI (—0,1 m) e PNaCI] (0,03 m). Quando si iso- 
lano i lisosomi, qual è la concentrazione di saccarosio ne- 
cessaria per impedire il rigonfiamento e la lisi dei lisosomi 
a temperatura ambiente (25 °C)? 


Soluzione Bisogna calcolare la concentrazione di saccaro- 
sio corrispondente a una forza osmotica uguale a quella pro- 
dotta dal KCI e dall’NaCI presenti nei lisosomi. Lequazione 
per calcolare la forza osmotica (equazione di van’'t Hoff) è 


Il = RT (101 au (De) + 1303 Peas inCn) 


dove R è la costante dei gas 8,315 J/mole - K, T è la tempe- 
ratura assoluta (Kelvin), c, c, e c le concentrazioni molari 
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dei singoli soluti, e i, i, e iz corrispondono ai numeri delle 
particelle che ciascun soluto libera in soluzione (i = 2 per 
il KCI e per NaCl). 

La forza osmotica all’interno dei lisosomi è la seguente: 


ITlisosomi = RT (ixcickoi + inaainaci) 
= RT [(2) (0,1 moli/L) + (2) (0,03 moli/1)] 
= RT (0,26 moli/L) 


La forza osmotica della soluzione di saccarosio è data da 
ITTaccarosio mi RT (tursarosioCiaccarosio) 


In questo caso i,accarosio = 1, perché il saccarosio non si io- 
nizza. Quindi, 


TTsaccarosio = RT {Geacéarosio) 


La forza osmotica del contenuto dei lisosomi è uguale a 
quella della soluzione di saccarosio quando 


10 PRESE = ILisosomi 
RT (Csaccarosio) = RT (0,26 moli/L) 
Csaccarosio T 0,26 moli/L 


La concentrazione di saccarosio (peso molecolare 342) ne- 
cessaria è (0,26 moli/L) (342 g/mole) = 88,92 g/L. Possia- 
mo arrotondare il valore di questa concentrazione e quin- 
di Csaccarosio = 0,09 kg/L. 


». 
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Supponiamo di voler usare la soluzione di un polisaccaride, 
per esempio una soluzione di glicogeno (vedi pagina 263), 
per bilanciare la forza osmotica dei lisosomi (come nell’E- 
sercizio svolto 2.1). Ipotizzando che il polimero lineare con- 
tenga 100 unità di glucosio, calcolate la quantità di polime- 
ro necessaria per ottenere la stessa forza osmotica della so- 
luzione di saccarosio dell’Esercizio svolto 2.1. La M, del po- 
limero di glucosio è —18 000, e come il saccarosio non io- 
nizza in soluzione. 


Soluzione Come ottenuto nell’Esercizio 2.1, 
TIsaccarosio = RT (0,26 moli/L) 
Analogamente, 


IIyicogeno = RT (iglicogeno Cglicogeno) — RT(Cglicogeno) 


Per una soluzione di glicogeno della stessa forza osmotica 
della soluzione di saccarosio, 


TI glicogeno i Taccarosio 
RT (Cpicogeno) = RT(0,26 moli/L) 
Cglicogeno = 0,26 moli/L (0,26moli/L) (18000 g/mole) 
= 4,68 kg/L 


se si considerano le cifre significative, cgicogeno = 5 kg/L, 
una concentrazione assurda, impossibile a raggiungersi. 
Come vedremo più avanti (pagina 264), le riserve di carboi- 
drati delle cellule del lievito e del muscolo non sono costi- 
tuite da zuccheri di peso molecolare pari a quello del glu- 
cosio o del saccarosio, ma da polimeri del glucosio a ele- 
vato peso molecolare. Così la cellula può contenere una 
grande quantità di glicogeno con un minimo effetto sull’o- 
smolarità del citosol. 
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SOMMARIO 2.1 
Interazioni deboli nei sistemi acquosi 

e Le differenti elettronegatività dell’H e dell'O rendono 
l’acqua una molecola fortemente polare, in grado di 
formare legami idrogeno con se stessa e con i soluti. I 
legami idrogeno sono transitori, principalmente elet- 
trostatici, e più deboli dei legami covalenti. L’acqua è 
un buon solvente per i composti polari (idrofilici), con 
i quali forma legami idrogeno, e per i composti carichi, 
con i quali interagisce elettrostaticamente. 

e I composti non polari (idrofobici) hanno scarsa solu- 
bilità in acqua; essi non possono formare legami idro- 
geno col solvente e la loro presenza causa un’organiz- 
zazione energetica sfavorevole delle molecole d’acqua 
sulle loro superfici idrofobiche. Per ridurre al minimo 
la superficie esposta all'acqua, i composti non polari 
come i lipidi formano aggregati (micelle) in cui le re- 
gioni idrofobiche sono sequestrate all’interno e si asso- 
ciano fra loro mediante interazioni idrofobiche. Solo le 
parti polari interagiscono con l’acqua. 

e Le interazioni deboli non covalenti, se presenti in nu- 
mero elevato, influenzano fortemente il ripiegamento 
delle macromolecole, come le proteine e gli acidi nu- 
cleici. Le conformazioni macromolecolari più stabili 
sono quelle in cui il numero di legami idrogeno nelle 
molecole e tra le molecole è massimo e le parti idrofo- 
biche si raggruppano all’interno, lontane dal solvente 
acquoso. 

e Le proprietà fisiche delle soluzioni acquose sono for- 
temente influenzate dalle concentrazioni dei solu- 
ti. Quando due compartimenti sono separati da una 
membrana semipermeabile (come la membrana pla- 
smatica che separa le cellule dall'ambiente esterno), 
l’acqua si muove attraverso la membrana in modo da 
bilanciare l’osmolarità nei due compartimenti. Questa 
tendenza dell’acqua a muoversi attraverso una mem- 
brana semipermeabile produce la pressione osmotica. 


lonizzazione dell’acqua, degli acidi deboli 
e delle basi deboli 


Nonostante molte delle proprietà dell’acqua come solven- 
te dipendano dal fatto che la molecola di HO non è cari- 
ca, bisogna tuttavia tener conto di un piccolo grado di io- 
nizzazione dell’acqua, fenomeno che produce ioni idro- 
geno (H*) e ioni ossidrilici (OH ). Come tutte le reazioni 
reversibili, la ionizzazione dell’acqua può essere descritta 
mediante una costante di equilibrio. Quando un acido de- 
bole viene sciolto in acqua, la sua ionizzazione arricchisce 
la soluzione di ioni H*; le basi deboli invece consumano 
H* protonandosi. Anche questi processi sono governati 
da costanti di equilibrio. La concentrazione totale di io- 
ni H* prodotti da qualsiasi fonte è misurabile sperimen- 
talmente ed è espressa come pH della soluzione. Per de- 
terminare lo stato di ionizzazione dei soluti in acqua dob- 
biamo tenere presenti le costanti di equilibrio delle varie 
reazioni di ionizzazione. Analizzeremo ora brevemente la 
ionizzazione dell’acqua e quella degli acidi e delle basi de- 
boli sciolti in acqua. 
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e L'acqua pura è poco ionizzata 

Le molecole di acqua hanno una piccola tendenza a ioniz- 
zarsi in modo reversibile per formare uno ione idrogeno 
(protone) e uno ione ossidrilico, secondo l'equilibrio 


H,0 ="H* + 0H" (2.1) 


Anche se spesso indichiamo lo ione H* come prodotto di 
dissociazione dell’acqua, i protoni liberi non si trovano 
in soluzione. Quando in una soluzione si forma uno ione 
H*, questo viene immediatamente idratato a ione idro- 
nio (H30*). Punione di due molecole d’acqua con un le- 
game idrogeno rende l’idratazione del protone dissociato 
praticamente istantanea 


— 0!!!H— == H-0*— 3 
H ol H OL H ? H + OH 
H H H 


La ionizzazione dell’acqua può essere misurata median- 
te la sua conducibilità elettrica: l’acqua allo stato puro tra- 
sporta la corrente elettrica quando H30* migra verso il ca- 
todo, e OH” verso l’anodo. Il movimento degli ioni idronio 
e ossidrilici in un campo elettrico è molto più rapido rispet- 
to ad altri ioni, come Na*, K* e CI. Questa elevata mobilità 
ionica deriva dai salti protonici mostrati nella Figura 2.14. 
Nessun protone percorre singolarmente lunghe distanze 
nella soluzione, ma attraverso una serie di salti protonici 
tra le molecole d’acqua legate da legami idrogeno si gene- 
ra un movimento protonico netto su lunghe distanze e in 
tempi brevissimi. (Gli ioni OH”, per effetto dei salti proto- 


Lo ione idronio cede un protone 


H_ _H . 
0+ Salto protonico 
d 
Y//i O “0 
di (0)7 O — î 
BOT 


H (CI 
\a (DI 
HT 0 


\ 


H 
\ qs 
(Of 
ocH 
/ 
H 


L'acqua acquista un protone 
e diventa uno ione idronio 


Figura 2.14 Isalti protonici.|brevi“salti”dei protoni tra le 
molecole di acqua unite da legami idrogeno consentono un 
movimento molto rapido di un protone su lunghe distanze. Quando 
uno ione idronio dona un protone (in alto a sinistra), un'altra molecola 
di acqua a una certa distanza acquista quel protone diventando essa 
stessa uno ione idronio (in basso). salti protonici sono molto più 
efficienti della diffusione e ciò spiega perché gli ioni idrogeno sono 
molto più mobili di altri cationi monovalenti come Na* e K*. 
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nici, si muovono altrettanto rapidamente ma nella direzio- 
ne opposta.) Come risultato dell'elevata mobilità degli ioni 
H*, le reazioni acido-base in soluzione sono in genere mol- 
to veloci. I salti protonici sono probabilmente importanti 
anche nel trasferimento di ioni H* nelle reazioni biologi- 
che (Figura 2.10, vedi anche la Figura 19.69b). 

Poiché la ionizzazione reversibile è fondamentale per 
il ruolo dell’acqua in varie funzioni cellulari, è necessario 
un mezzo per esprimere la ionizzazione dell’acqua in ter- 
mini quantitativi. Stabiliamo come è possibile farlo, rive- 
dendo alcune proprietà delle reazioni reversibili. 

La posizione all’equilibrio in una qualsiasi reazione chi- 
mica è espressa dalla costante di equilibrio, K., (qual- 
che volta indicata semplicemente con K). Per la reazione 


A+B==C+D (2.2) 


è possibile definire la costante di equilibrio in base al rap- 
porto tra la concentrazione dei prodotti (C e D) e dei rea- 
genti (A e B) presenti all’equilibrio 


_ ad, 
1° TAJeg[Bleq 


Per maggior correttezza, invece che di concentrazio- 
ni dovremmo parlare per ogni specie molecolare di attivi- 
tà, cioè di concentrazioni effettive in soluzioni non idea- 
li. Tranne che in alcuni lavori molto accurati, comunque, 
la costante di equilibrio viene calcolata in modo approssi- 
mativo misurando le concentrazioni all’equilibrio. Per ra- 
gioni che esulano dagli scopi degli argomenti qui trattati, 
ricordiamo che la costante di equilibrio è adimensionale. 
Abbiamo ugualmente mantenuto l’unità di misura della 
concentrazione (m) nelle equazioni di equilibrio utilizza- 
te in tutto il testo per ricordare che l’unità di misura usata 
nel calcolo della K_ è la concentrazione molare. 

La costante di equilibrio è caratteristica per ogni rea- 
zione chimica a una specifica temperatura. Essa definisce 
la composizione della miscela finale all’equilibrio della rea- 
zione chimica, indipendentemente dalla quantità di rea- 
genti e di prodotti di partenza. È quindi possibile calcola- 
re la costante di equilibrio di una data reazione a una data 
temperatura se sono note le concentrazioni all’equilibrio 
di tutti i reagenti e di tutti i prodotti. Come abbiamo visto 
nel Capitolo 1 (pagina 26), la variazione di energia libera 
standard (AG°) è direttamente correlata alla Kg. 


e Laionizzazione dell’acqua è espressa da una costante 

di equilibrio 
Il grado di ionizzazione dell’acqua all’equilibrio è molto 
basso (Equazione 2.1); a 25 °C, in ogni istante soltanto due 
su 10° molecole di acqua pura sono ionizzate. La costante 
di equilibrio della reazione reversibile della ionizzazione 
dell’acqua (Equazione 2.1) è 


K= BEI] 


q [4,0] (2.3) 


A 25 °Cla concentrazione dell’acqua pura è 55,5 m, i gram- 
mi di acqua in 1 L divisi per la massa molecolare dell’acqua 
espressa in grammi, cioè (1000 g/L) / (18,015 g /mole), ed 
è essenzialmente costante in relazione alle concentrazio- 
ni molto basse di H* e OH”, pari a 1 X 107” m. Possiamo 
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L'acqua 


quindi sostituire 55,5 m nell'espressione della costante di 
equilibrio (Equazione 2.3) ottenendo 


_ IHIH] 
[55m] 


Risolvendo, l’equazione diventa 


(55,5 M) (K.g) = [H*][OH ]=Kx, (2.4) 


dove K,, rappresenta il prodotto (55,5 M)(K.y), cioè il pro- 
dotto ionico dell’acqua a 25 °C. 

Il valore di K.j, determinato mediante misure di con- 
ducibilità elettrica dell’acqua pura, a 25 °C, corrisponde a 
1,8 X 10!° m. Sostituendo questo valore nell’Equazione 


2.4, otteniamo il prodotto ionico dell’acqua: 


Ky = [H*][OH ] = (55,5 m) (1,8 Xx 10m) 
=10x 1074? 


Quindi il prodotto [H*][OHT] nelle soluzioni acquose a 
25 °C è sempre uguale a 1 X 107! m?. Quando le concen- 
trazioni di ioni H* e OH” sono uguali, come nell'acqua allo 
stato puro, la soluzione ha un pH neutro. A questo valore 
di pH, la concentrazione di ioni H* e OH” può essere cal- 
colata dal prodotto ionico dell’acqua nel seguente modo: 


Ky= [H4[OH"] = [R*]?= [DH}? 

Risolvendo per [H°], otteniamo 

[H'] = VK,y = V1 Xx 1014 m? 

[H*] = [OH] = 10m 
Essendo il prodotto ionico dell’acqua costante, se [H*] au- 
menta di 1 X 107” m, [OH] deve necessariamente dimi- 
nuire di 1 X 10°” me viceversa. Quando [H*] è molto alta, 
come in una soluzione di acido cloridrico, [OH*] è molto 


bassa. Dal prodotto ionico dell’acqua si può calcolare [H*], 
se è nota [OH ], e viceversa. 


9 Calcolo della [H*] 


Qual è la concentrazione di H* in una soluzione di NaOH 
0,1 m? 


Soluzione Iniziamo con l’equazione del prodotto ioni- 
co dell’acqua: 

Ky= [H*][OH] 
risolviamo per [H*] e otteniamo 


Kr Lx 10% _ 107*x 


H']=- = 
E] [OH ] 0,1 M 10m 


= 10 48m 


o, Calcolo della [OH"] 


Qual è la concentrazione di OH” in una soluzione in cui la 
concentrazione di H* è 1,3 X 10 Îm? 


Soluzione Iniziamo con l’equazione del prodotto ioni- 
co dell’acqua: 


K, = [H*][OH"] 
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Essendo [H*] = 1,3 X 104, risolviamo per [OH] e ot- 
teniamo 


Kw _ 1X 10M? _ 
[H*] = 0,00013m 


= 77 X10-!1M 


10-14 Mi 
1,3 X 1074M 


[OH ]= 


Quando si eseguono questi o altri calcoli bisogna assicurar- 
si che i risultati abbiano un numero corretto di decimali. 


e Lascala del pHindica le concentrazioni degli ioni H* e OH” 
Il prodotto ionico dell’acqua, K,, è la base della scala del 
pH (Tabella 2.6) ed è un modo utile per indicare la con- 
centrazione degli ioni H* (e quindi degli OH”) in qualsia- 
si soluzione acquosa, nell'intervallo compreso tra 1,0 m H* 
e 1,0 Mm OH”. Il termine pH è definito dall’espressione 


1 
H=lo = —log [H* 
p g Hi) g [H°] 
Il simbolo p sta a indicare il “logaritmo negativo di”. Per 
una soluzione perfettamente neutra a 25 °C, in cui la con- 
centrazione degli ioni idrogeno è 1,0 X 107” m, il pH può 
essere calcolato come segue: 


pH = log = 7,0 


1,0 x 1077 
Si noti che la concentrazione degli H* deve essere espres- 
sa in termini di molarità (m). 

Il valore di 7 del pH di una soluzione perfettamente neu- 
tra non è stato scelto arbitrariamente; esso deriva dal valo- 
re assoluto del prodotto ionico dell’acqua a 25 °C, e solo per 
caso è un numero intero. Le soluzioni che hanno un valore 
di pH superiore a 7 sono alcaline (o basiche) e la concentra- 
zione degli OH” è maggiore di quella degli H*. Le soluzioni 
con un pH minore di 7 sono invece acide. 

È importante tenere presente che la scala dei pH è lo- 
garitmica, non aritmetica. Se due soluzioni differiscono 


M Tabella 2.6 La scala dei pH 


* 


[H'] (MM) pH [OH] (m) pOH 
10° (1) 0 1014 14 
101 1 103 13 
10° 2 1012 12 
10 3 10! 11 
104 4 10° 10 
10° 5 10° 9 
106 6 108 8 
107 7 107 7 
108 8 106 6 
10° 9 10° 5 
109 10 104 4 
101! 11 10° 3 
101° 12 1072 2 
103 13 101 1 
1014 14 10° (1) 0 


* L’espressione pOH viene usata qualche volta per indicare la basicità, o la con- 
centrazione di OH, di una soluzione; il pOH viene definito dall’espressione 
pOH = -log [OH], che è analoga all’espressione del pH. Si noti che in tutti i ca- 
si pH +pOH= 14. 
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di una unità di pH, una di esse avrà una concentrazione 
di ioni idrogeno dieci volte maggiore dell’altra. Ma que- 
sto non ci dice nulla sulle concentrazioni reali delle due 
soluzioni. La Figura 2.15 riporta i valori di pH di alcuni 
comuni liquidi biologici. La concentrazione idrogenio- 
nica della Coca Cola (pH 3,0) e del vino (pH 3,7) è cir- 
ca 10 000 volte più elevata di quella del sangue (pH 74). 

Il pH di una soluzione acquosa può essere misurato ap- 
prossimativamente facendo uso di alcuni coloranti indica- 
tori, come il tornasole, la fenolftaleina e il rosso fenolo, so- 
stanze che subiscono variazioni del colore se un protone si 
dissocia dalla loro molecola. Determinazioni accurate del 
pH nel laboratorio chimico o clinico si effettuano con un 
elettrodo a vetro, la cui membrana è sensibile selettivamen- 
te agli ioni H*, ma non agli ioni Na*, K* e ad altri cationi. 
In un pHmetro, il segnale generato da un elettrodo di que- 
sto tipo immerso nella soluzione da analizzare viene am- 
plificato e confrontato con il segnale generato da una so- 
luzione a pH noto. 


La misura del pH è una delle più importanti e fre- 
quenti procedure attuate in biochimica. Il pH in- 

fluenza la struttura e l’attività delle macromoleco- 
le biologiche; per esempio, l’attività catalitica degli enzimi 
dipende strettamente dal pH (vedi la Figura 2.22). Determi- 
nazioni del pH delle urine e del sangue vengono effettuate 
di routine per formulare diagnosi mediche. Per esempio, il 


pH del plasma sanguigno di soggetti affetti da diabete grave 
non controllato è spesso inferiore al valore normale di 74. 


1m HCI 


Succo gastrico 
Succo di limone 


Coca Cola, aceto 


Aumento 


4 dell’acidità Vino rosso 
Birra 
5 Caffè 
6 
Latte, saliva 
7 Neutralità Sangue umano, lacrime 
8 Acqua di mare, bianco d’uovo 
9 Soluzione di soda 
(bicarbonato di sodio, 
10 NaHC03) 


Aumento 


Ammoniaca (per uso domestico) 


Candeggina (per uso domestico) 


1Mm NaOH 


Figura 2.15 Il pH di alcune soluzioni acquose. 
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Questa condizione patologica viene chiamata acidosi (de- 
scritta in dettaglio in seguito). Nel corso di alcune malattie 
il pH del sangue è più elevato della norma, una condizione 
nota come alcalosi. Le acidosi e le alcalosi estreme possono 
essere mortali. O 


e Gliacidiele basi deboli hanno costanti di dissociazione 
caratteristiche 

Gli acidi cloridrico, solforico e nitrico, comunemente chia- 
mati acidi forti, sono completamente ionizzati in soluzioni 
acquose diluite; anche le basi forti NaOH e KOH sono com- 
pletamente ionizzate. Per i biochimici è più interessante 
il comportamento degli acidi e delle basi deboli, che in ac- 
qua non sono completamente ionizzati. Nei sistemi biolo- 
gici gli acidi e le basi deboli sono ubiquitari e svolgono ruo- 
li importanti nel metabolismo e nella sua regolazione. Per 
comprendere il loro comportamento in soluzioni acquose 
è opportuno definire prima alcuni termini. 

Gli acidi possono essere definiti donatori di protoni, e 
le basi accettori di protoni. Quando un donatore di proto- 
ni come l’acido acetico (CH3COOH) perde un protone, di- 
venta il corrispondente accettore di protoni (CH3C00 ), 
cioè in questo caso l’anione acetato, e quindi una base. 
Un donatore di protoni e il suo corrispondente accetto- 
re formano una coppia acido-base coniugata (Figura 
2.16), correlati dalla seguente reazione reversibile: 


CH3C00H = CH:3C007 + H* 


Acidi monoprotici 
Acido acetico 
(K,= 1,74 X 1075 m) 


Ammoniaca 
(K= 5,62 X 10-10 mv) 


Acidi diprotici 
Acido carbonico 
(K,= 1,70 X 10-4w); 
Bicarbonato 
(K,= 6,31 X 10711 mi) 


Glicina, 

gruppo carbossilico 
(K= 4,57 X 1073 mi); 
Glicina, 

gruppo amminico 
(K,= 2,51 X 10-10 v) 


Acidi triprotici 
Acido fosforico 
(K.= 7,25 X 1073 m); 
Fosfato diidrogenato 
(K, = 1,38 X 1077 m); 
Fosfato monoidrogenato 
(Ka = 3,98 X 10-13 mi) 


Figura 2.16 Le coppie acido-base coniugate sono costituite da un 


H,C0, = HCO; + H* 
pK, = 3,77* 


NHj 
ul 4 
= CH, | +H 

de 


(0) 


CH;C\ 


pK, = 2,34 


HyP0, = HyP0; + H* 
pK,= 2,14 


donatore di protoni e da un accettore di protoni. Alcuni composti, 
come l'acido acetico e lo ione ammonio, sono monoprotici, cioè 


possono liberare un solo protone. Altri sono diprotici (acido carbonico, 


glicina) oppure triprotici (acido fosforico). Le reazioni di dissociazione 


H,POj == HP0O7 + H* 
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In soluzione acquosa ciascun acido ha una sua caratte- 
ristica tendenza a perdere protoni. Più forte è l'acido, mag- 
giore è la sua tendenza a perdere protoni. La capacità de- 
gli acidi (HA) di perdere protoni e formare la base coniu- 
gata (A ) è definita dalla costante di equilibrio (K.,) della 
reazione reversibile 


HA=="H' + A° 


per la quale 


- IBIA ]_ 
Ke" "AT fa 


Le costanti di equilibrio delle reazioni di ionizzazione so- 
no in genere chiamate costanti di ionizzazione o costan- 
ti di dissociazione acide, spesso indicate con K,. Le co- 
stanti di dissociazione di alcuni acidi sono riportate nella 
Figura 2.16. Gli acidi più forti, come l’acido fosforico o l’a- 
cido carbonico, hanno costanti di ionizzazione elevate, gli 
acidi più deboli, come l’HPO , hanno costanti di ionizza- 
zione più basse. 
La Figura 2.16 include anche i valori di pK,; quest’ulti- 
mo è analogo al pH ed è definito dall’equazione 
1 
pK, = log ca —log K, 
a 
Maggiore è la tendenza a liberare un protone, più forte è 
l’acido e minore è il valore di pK,. Come vedremo ades- 
so, il pK, di un acido debole può essere determinato fa- 
cilmente. 


NH} =" NH; + H* 
pK,= 9,25 


Hcos «= co?" + H+ 
pK, = 10,2 


HPO7 = POj + H* 


pK, = 6,86 pK,=12,4 


per ciascuna coppia sono riportate in corrispondenza del pHa cui 
avvengono. Per ogni reazione vengono riportati i valori della costante 
di dissociazione (K,) e del suo logaritmo negativo, il pK,. * Per una 
spiegazione sulle apparenti discrepanze dei valori di pK, dell'acido 
carbonico (H,C03) vedi pagina 69. 
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e Dalle curvedititolazione degli acidi deboli si può risalire 

al valore dei pK, 

La titolazione viene usata per determinare la quantità di 
un acido in una data soluzione. In questa tecnica un vo- 
lume noto di una soluzione di un acido viene titolato con 
una soluzione di una base forte, di solito idrossido di so- 
dio (NaOH) a concentrazione nota. La soluzione di NaOH 
viene aggiunta in piccole quantità, fino a che tutto l’aci- 
do viene consumato (neutralizzato); il punto esatto di 
neutralità viene determinato utilizzando un indicatore 
oppure un pHmetro. La concentrazione dell’acido nella 
soluzione originaria può essere calcolata in base al volu- 
me e alla concentrazione di NaOH aggiunto. Le quantità 
di acido e di base utilizzate nelle titolazioni sono sovente 
espresse in termini di equivalenti. Un equivalente è de- 
finito come la quantità di una sostanza che può reagire 
con (0 può generare) una mole di ioni idrogeno in una 
reazione acido-base. 

Mettendo in grafico la variazione del pH in funzione 
della quantità di NaOH aggiunto (cioè disegnando una 
curva di titolazione), si può identificare anche il valo- 
re di pK, dell’acido debole. Consideriamo la titolazione di 
una soluzione 0,1 m di acido acetico con 0,1 m di Na0H a 
25 °C (Figura 2.17). In questo processo sono coinvolti due 
equilibri reversibili (qui, per semplicità, l'acido acetico vie- 
ne indicato con HAc): 


H,0 = H* + 0H- 
HAc ==H'+4Ac 


(2.5) 
(2.6) 


I due equilibri dipendono ovviamente dalle loro costanti 
di equilibrio, cioè 


Ky= [H*][OH] = 1 Xx 10714 m? (2.7) 
_ THA ]_ n: 
K, = THA] = 1,74 X 10M (2.8) 


All’inizio della titolazione, man mano che si aggiunge 
Na0H, l’acido acetico è poco ionizzato e il suo grado di io- 
nizzazione può essere calcolato dalla costante di dissocia- 
zione (Equazione 2.8). 

Via via che si aggiunge gradualmente NaOH alla so- 
luzione, gli ossidrili introdotti si combinano con gli ioni 
H* liberi nella soluzione, formando H;0, in una quanti- 
tà dettata dall’Equazione 2.7 Man mano che gli ioni idro- 
geno liberi vengono rimossi, si dissocia altro HAc in base 
alla sua costante di equilibrio (Equazione 2.8). Il risulta- 
to delle aggiunte successive di NaOH è una dissociazione 
continua di HAc in Ac . Al punto di mezzo della titola- 
zione, cioè quando sono stati aggiunti alla soluzione 0,5 
equivalenti di NaOH, metà dell’acido acetico originale 
si è dissociata, quindi la concentrazione del donatore di 
protoni [HAc] è ora uguale a quella dell’accettore di pro- 
toni [Ac ]. Al punto di mezzo della titolazione si verifica 
un'importante relazione: il pH della soluzione equimolare 
di acido acetico e acetato è esattamente uguale al valore 
di pK, dell’acido acetico (pK, = 4,76; vedi le Figure 2.16 
e 2.17). Le basi di questa relazione, che vale per tutti gli 
acidi deboli, diventeranno presto chiare. 

Aggiungendo altro NaOH alla soluzione, l’acido ace- 
tico rimasto indissociato verrà gradualmente convertito 
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CH;C007 |_ 


DE [CH}C00H] = [CH3C007] 


T pH 5,76 


"| Regione 
tamponante 


pH 
| i pH 3,76 


pH = pK, = 4,76 


° CH3CO0H 


0 
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 
Equivalenti di OH aggiunti 


0 50 
Percentuale di titolazione 


100% 


Figura 2.17 Curva di titolazione dell'acido acetico. Dopo ogni 
aggiunta di NaOH alla soluzione di acido acetico, viene misurato il pH 
della soluzione. Il valore del pH viene riportato sul grafico in funzione 
della quantità di NaOH aggiunta, espressa come frazione dell’NaOH 
totale necessaria a convertire tutto l'acido acetico (CH3COOH) nella 
sua forma deprotonata, cioè in acetato (CH3COO). La curva descritta 
dai punti posti in grafico è la curva di titolazione. Nei riquadri sono 
mostrate le forme ioniche predominanti nei punti indicati dalle 
frecce. AI punto di mezzo della titolazione, le concentrazioni del 
donatore di protoni e dell'accettore di protoni sono uguali e il pH 

è numericamente uguale al pK;. La zona ombreggiata in azzurro 
corrisponde alla regione con maggior potere tamponante, in genere 
tra il 10% e il 90% della titolazione dell'acido debole. 


in acetato. La fine della titolazione avviene a un pH in- 
torno a 7: tutto l’acido acetico ha ceduto il suo protone 
al’OH”, formando H;0 e acetato. Durante la titolazione 
i due equilibri (Equazioni 2.5 e 2.6) coesistono e si modi- 
ficano continuamente, sempre seguendo le loro costan- 
ti di equilibrio. 

Nella Figura 2.18 si possono confrontare le curve di 
titolazione di tre acidi deboli con diverse costanti di dis- 
sociazione: l’acido acetico (pK, = 4,76); il diidrogeno- 
fosfato, H:POj (pK. = 6,86); e lo ione ammonio NHj 
(pK, = 9,25). Anche se le tre curve hanno andamenti si- 
mili, sono disposte in posizioni diverse lungo la scala del 
pH, in quanto i tre acidi hanno una forza diversa. L'acido 
acetico è il più forte dei tre, perde il suo protone più fa- 
cilmente e quindi il suo valore di K, è il maggiore dei tre 
(il valore di pK, è il più basso) . Lacido acetico è dissocia- 
to per il 50% a pH 4,76. EH,POy perde il suo protone me- 
no facilmente, essendo dissociato per il 50% a un pH di 
6,86. ENHj è il più debole dei tre acidi e arriva a essere 
dissociato per il 50% solo a pH 9,25. 

Analizzando la curva di titolazione di un acido debole 
si può osservare che un acido debole e il suo anione, cioè 
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Figura 2.18 Confronto tra le curve di titolazione di tre acidi 
deboli. Vengono riportate le curve di titolazione di CH3COOH, 

di H,POg e di NH4*. Nei riquadri sono riportate le forme ioniche 
predominanti ai punti indicati dalle frecce. Le regioni con capacità 
tamponante sono indicate sulla destra. Le coppie acido-base 
coniugate sono tamponi efficaci approssimativamente tra il 10 e il 
90% della neutralizzazione della specie che dona protoni. 


una coppia coniugata acido-base, possono agire come una 
soluzione tampone, come vedremo nella prossima sezione. 


SOMMARIO 2.2 
lonizzazione dell’acqua, degli acidi deboli 
e delle basi deboli 
e Facqua pura si ionizza leggermente, formando un ugual 
numero di ioni idrogeno (ioni idronio, H30*) e ioni 
ossidrilici. entità della ionizzazione è definita dalla 
[H*][OHT] 
[H.0] 
va il prodotto ionico dell’acqua, K,; a 25 °C, K,, = [H"] 
[OH] =(55,5.m)(K_) = 10m}; 
e Il pH di una soluzione acquosa riflette, su scala loga- 
ritmica, la concentrazione degli ioni idrogeno: 


H=1 i. 

= (0) = 

PO ni 

e Maggiore è l’acidità di una soluzione, minore è il valo- 
re del suo pH. Gli acidi deboli ionizzano parzialmente 
e rilasciano pochi ioni idrogeno, che abbassano il pH 


della soluzione acquosa. Le basi deboli accettano uno 


costante di equilibrio Kg = , da cui deri- 


—log [H*] 
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, 


L'acqua 


ione idrogeno aumentando il pH. L'intensità di questi 
processi dipende dalla natura chimica dell’acido debo- 
le o della base debole ed è espressa come costante di 
dissociazione K,: 

_ [ITA] 


eq (HH A] a 


e Il pK, esprime, su scala logaritmica, la forza relativa di 
un acido o di una base debole 


pK, = log 3 = log K, 


* Più forte è l’acido, minore è il valore del suo pK,; più 
forte è la base, maggiore è il suo pK,. Il valore di pK, 
può essere determinato sperimentalmente e corri- 
sponde al pH del punto di mezzo della curva di titola- 
zione dell’acido o della base. 


Sistemi tampone contro le variazioni 
di pH nei sistemi biologici 


Quasi tutti i sistemi biologici dipendono dal pH; una picco- 
la variazione di pH può causare forti variazioni della velo- 
cità di un processo. Questo è vero non solo per le numero- 
se reazioni in cui l’H* è un reagente, ma anche per quelle 
in cui ’H* sembra non avere alcun ruolo. Gli enzimi che 
catalizzano le reazioni cellulari e le numerose molecole 
su cui agiscono presentano gruppi ionizzabili con valori 
di pK, caratteristici. Per esempio, i gruppi amminici e car- 
bossilici protonati degli amminoacidi e i gruppi fosfato dei 
nucleotidi si comportano come acidi deboli; il loro stato di 
ionizzazione dipende quindi dal pH dell'ambiente circo- 
stante. (Quando un gruppo ionizzabile viene sequestrato 
all’interno di una proteina, lontano dal solvente acquoso, 
il valore del suo pK,, o pK, apparente, può essere signifi- 
cativamente diverso da quello del pK, in acqua.) Come ab- 
biamo notato in precedenza, le interazioni ioniche sono tra 
le forze che stabilizzano le proteine e permettono agli en- 
zimi di riconoscere e legare i loro substrati. 

Le cellule e gli organismi mantengono il loro pH inter- 
no a un valore costante e specifico, generalmente vicino 
a pH 7; in questo modo le biomolecole si trovano nel loro 
stato ionico ottimale. Negli organismi pluricellulari anche 
il pH dei liquidi extracellulari è strettamente controllato. Il 
pH è mantenuto costante grazie alla presenza dei tamponi 
biologici: miscele di acidi deboli e delle loro basi coniugate. 


e ltamponisono miscele di acidi deboli e delle loro basi 
coniugate 

I tamponi sono sistemi acquosi che tendono a opporsi alle 
variazioni di pH quando vengono aggiunte piccole quanti- 
tà di un acido (H*) o di una base (OH). Un sistema tam- 
pone è costituito da un acido debole (donatore di protoni) 
e dalla sua base coniugata (accettore di protoni). Per esem- 
pio, una miscela di uguali concentrazioni di acido acetico 
e ione acetato, una condizione che corrisponde al punto 
di mezzo della curva di titolazione della Figura 2.17 è un 
sistema tampone. Si noti che la curva di titolazione dell’a- 
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cido acetico ha una zona relativamente piatta che si esten- 
de per oltre una unità di pH da entrambi i lati del punto 
di mezzo della titolazione, corrispondente a un pH 4,76. 
In questa zona di pH, una certa quantità di H* o di OH 
aggiunta al sistema ha un effetto minore sul pH rispetto 
a quella di una quantità equivalente di H* e OH aggiun- 
ta a valori di pH diversi. Questa è la regione tamponante 
della miscela acido acetico-acetato. Al punto di mezzo del- 
la regione tamponante, dove la concentrazione del dona- 
tore di protoni (l'acido acetico) è esattamente uguale alla 
concentrazione dell’accettore di protoni (l’acetato), il po- 
tere tamponante del sistema è massimo, cioè il pH cambia 
meno se si aggiungono H* o OH. Il pH corrispondente a 
questo punto della curva di titolazione dell’acido acetico è 
uguale al pK, dell’acido acetico. Il pH del tampone acetato 
cambia di poco se si aggiungono piccole quantità di H* o di 
OH”, ma questa variazione di pH è nettamente inferiore 
rispetto a quella che si osserverebbe se la stessa quantità 
di H* o di OH” venisse aggiunta a una soluzione di acqua 
pura, o alla soluzione di un sale di un acido forte e di una 
base forte, come l’NaCI, che non ha potere tamponante. 
La capacità tamponante deriva da due reazioni rever- 
sibili all'equilibrio, che avvengono in una soluzione conte- 
nente quantità quasi uguali di un donatore di protoni e del 
suo accettore coniugato di protoni. La Figura 2.19 spiega 
come funziona un tampone. Se si aggiungono H* o OH" 


Acetato 
(CH3C007) 


Acido acetico —HAc Acc 
(CH3COOH) 


Figura 2.19 La coppia acido acetico-acetato è un sistema 
tampone. Il sistema è in grado di assorbire sia H* sia OH” attraverso 
la dissociazione reversibile dell'acido acetico. Il donatore di protoni, 
in questo caso l'acido acetico (HAc), lega una riserva di ioni H*, che 
possono essere rilasciati per neutralizzare un'aggiunta di ioni OH” al 
sistema, con la formazione di acqua. Ciò avviene ogni volta che il 
prodotto [H*][OH7] supera il valore di K,, (1 X 10714 m?): l'equilibrio 

si stabilisce rapidamente fino a che il prodotto non diventa uguale 
a 1/X 10714 m? (a 25 °C), riducendo così temporaneamente la 
concentrazione di ioni H*. Ora tuttavia il quoziente [H*][Ac]/[HAc] è 
diventato più basso della K, e quindi HAc si dissocia per ripristinare 
l'equilibrio. Analogamente, la base coniugata Ac” può reagire 

con gli ioni H* aggiunti al sistema; le due reazioni di ionizzazione 

si modificheranno simultaneamente per raggiungere di nuovo 
l'equilibrio. Quindi una coppia coniugata acido-base, come l'acido 
acetico e lo ione acetato, si oppone alle variazioni del pH quando 

al sistema vengono aggiunte piccole quantità di acido o di base. 
L'azione tamponante è semplicemente la conseguenza delle 

due reazioni reversibili che avvengono simultaneamente e che 
raggiungono il loro equilibrio, governato rispettivamente dalle 
costanti di equilibrio K, e K,. 
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si osserva una piccola variazione del rapporto tra le con- 
centrazioni relative dell’acido debole e del suo anione, e 
quindi solo una piccola variazione del pH. La diminuzione 
della concentrazione di uno dei componenti del sistema 
è esattamente bilanciata dall'aumento dell’altra. La som- 
ma dei componenti tampone del sistema non cambia; va- 
ria solo il loro rapporto. 

Ogni coppia acido-base coniugata ha un ambito di pH 
caratteristico nel quale esercita la funzione di tampone 
(Figura 2.18). La coppia H).PO7/HPO7” ha un pK, di 6,88, 
quindi può tamponare approssimativamente tra pH 5,9 e 
79. La coppia NH{ /NH;, che ha un pK, di 9,25, può agire 
come tampone approssimativamente tra pH 8,3 e pH 10,3. 


e L'equazione di Henderson-Hasselbalch mette in relazione 
tra loro il pH, il pK, ela concentrazione della soluzione 
tampone 

Le curve di titolazione dell’acido acetico, dell’ H,POj, e del- 

PNHj (Figura 2.18) hanno una forma quasi identica, e que- 

sto fa pensare che obbediscano a una stessa legge o a uno 

stesso tipo di interrelazione. E infatti è proprio così. L'an- 

damento della curva di titolazione di ogni acido debole è 

descritto dall’equazione di Henderson-Hasselbalch, parti- 

colarmente importante per comprendere l’azione tampo- 
nante e il bilancio acido-base nel sangue e nei tessuti dei 
vertebrati. equazione è semplicemente un modo alter- 
nativo di esprimere la costante di ionizzazione di un aci- 

do. Per la dissociazione di un acido debole, l'equazione di 

Henderson-Hasselbalch può essere ricavata come segue: 

x = BEI] 

HA] 

Risolviamo per [H]: 

HA] 

[A] 

Fffettuiamo il logaritmo negativo di entrambi i termini: 

[HA] 

IA] 

Sostituiamo —log[H*] con pH e —log[K,] con pK, : 

[HA] 
pH = pK, —log TA] 

Ora invertiamo il rapporto -log[HA]/[AT], che comporta 

anche il cambio di segno, e si ottiene l'equazione di Hen- 

derson-Hasselbalch: 


—log [H*] = —log K, log 


[A] 
[HA] 


pH = pK, + log (2.9) 
Questa equazione esprime la curva di titolazione di tutti 
gli acidi deboli e ci permette di dedurre alcune importanti 
relazioni quantitative. Per esempio, mostra perché il valo- 
re di pK, di un acido debole è uguale al pH della soluzione 
al punto di mezzo della titolazione. Infatti, a questo pun- 
to della curva, [AH] = [AT], e 


pH = pK, + log1 = pK,+0= pK, 


Pequazione di Henderson-Hasselbalch ci permette (1) di 
calcolare il valore di pK,, conoscendo il pH e il rapporto 
molare tra il donatore di protoni e l’accettore di protoni; 
(2) di calcolare il pH, conoscendo il pK, e il rapporto mo- 
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NH —+ |_-N 
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pH5 pH7 


Figura 2.20 lonizzazione dell’istidina. L'amminoacido istidina, 
un componente delle proteine, è un acido debole. Il valore di pK; 
dell'azoto protonato della catena laterale è di 6,0. 


lare tra il donatore di protoni e l’accettore di protoni; (3) 
di calcolare il rapporto molare tra donatore e accettore di 
protoni, conoscendo il pH e il pK,. 


e  Gliacidiolebasi deboli si oppongono nelle cellule 
e nei tessuti alle variazioni di pH 

Il pH dei fluidi intracellulari ed extracellulari degli orga- 
nismi pluricellulari viene mantenuto pressoché costante. 
La prima difesa contro le variazioni del pH intracellulare 
consiste nell’azione dei sistemi tampone: il citoplasma di 
quasi tutte le cellule contiene proteine a concentrazioni 
elevate, e le proteine contengono molti amminoacidi con 
gruppi funzionali riconducibili ad acidi o basi deboli. Per 
esempio, la catena laterale dell’istidina (Figura 2.20) ha 
un pK, di 6,0, quindi le proteine che contengono residui 
di istidina possono fungere da tamponi a valori prossimi 
al pH neutro. A pH neutro, la catena laterale dell’istidina 
può essere in forma protonata o deprotonata. 


lonizzazione dell’'istidina 
Calcolate la frazione di istidina che ha il suo residuo imi- 
dazolico protonato a pH 73. I valori di pK, dell’istidina so- 
no pK; = 1,8, pK; (imidazolo) = 6,0, e pK3 = 9,2 (vedi la 
Figura 3.12b). 


Soluzione I tre gruppi ionizzabili dell’istidina hanno 
valori di pK, abbastanza diversi. Il primo gruppo acido 
(—C00H) è completamente ionizzato, prima che il secon- 
do (l’imidazolo protonato) cominci a liberare il protone; il 
secondo invece è completamente ionizzato, prima che il 
terzo (—-NH;) cominci a liberare il protone. (Applicando 
l'equazione di Henderson-Hasselbalch si può facilmente 
dimostrare che un acido debole passa dall’1% di ionizzazio- 
ne, quando è a 2 unità di pH sotto il pK,, al 99% di ionizza- 
zione, quando è a un pH di 2 unità sopra il pK,; vedi anche 
la Figura 3.12b.) A pH 73 il gruppo carbossilico dell’istidi- 
na è completamente deprotonato (—COO), e l’a-ammi- 
nogruppo è completamente protonato (—-NH;). Possiamo 
quindi ipotizzare che a pH 73 l’unico gruppo parzialmen- 
te dissociato sia il gruppo imidazolico, che può trovarsi in 
forma protonata (verrà indicato con HisH*) o no (His). 
Applicando l’equazione di Henderson-Hasselbalch: 
[A ] 
pH = pK, + log [HA] 
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Sostituendo pK,; = 6,0 e pH = 73: 


[His] 
73 = 6,0 + log 
[HisH*] 
Hi 
13 = log LL 
[HisH'] 
Hi 
ttiogia= SEEL Lai 
[HisH'] 


Questa equazione ci fornisce anche il valore del rapporto 
tra la [His], cioè l’istidina non protonata, e quella in forma 
protonata [HisH*] che, in questo caso, è di 20 a 1. Ora vo- 
gliamo convertire questo rapporto nella frazione di istidi- 
na totale che è presente nella forma non protonata (His) a 
pH 73. Questa frazione è pari a 20/21 (20 parti di His per 
una parte di HisH* su un totale di 21 parti di istidina pre- 
senti in entrambe le forme), circa il 95,2%. La parte rima- 
nente (pari al 100% meno il 95,2% della forma non proto- 
nata), cioè circa il 5%, corrisponde alla forma protonata. 


I nucleotidi come l’ATP, così come molti metaboliti a 
basso peso molecolare, contengono gruppi ionizzabili che 
possono contribuire al potere tamponante del citoplasma. 
Alcuni organelli altamente specializzati e icompartimen- 
ti extracellulari possiedono alte concentrazioni di compo- 
sti che aumentano la capacità tamponante della cellula: 
gli acidi organici tamponano i vacuoli delle cellule delle 
piante, mentre l’ammoniaca tampona l’urina. 

I due sistemi tampone biologici più importanti sono il 
sistema fosfato e quello del bicarbonato. Il sistema tam- 
pone fosfato, che agisce nel citoplasma di tutte le cellule, 
è costituito dal donatore di protoni H;POj e dall’accetto- 
re di protoni HPO{: 


H,POj ni H' un HPO7” 


Il sistema tampone fosfato è attivo prevalentemente a un 
pH intorno al suo valore di pK, di 6,86 (vedi le Figure 2.16 
e 2.18) e quindi si oppone a variazioni del pH nella regio- 
ne compresa tra 5,9 e 79. Questo sistema è particolarmen- 
te efficace nel tamponare il pH dei fluidi intracellulari; 
nei mammiferi, per esempio, i fluidi extracellulari e mol- 
ti compartimenti citoplasmatici hanno un pH compreso 
tra 6,9 e 74. 


® 


SZ Tamponi fosfato 
(a) Qual è il pH di una miscela di 0,042 m NaH,PO, e 0,058 Mm 
Na;HP 04? 


Soluzione Applichiamo l'equazione di Henderson-Has- 
selbalch, che scriviamo nella forma seguente: 


[base coniugata] 

[acido] 
In questo caso l’acido (la specie che dona il protone) è 
H;POx, e la base coniugata (la specie che acquista un pro- 


tone) è HPO7 . Sostituendo le concentrazioni delle due 
specie, e il valore del pK, (6,86), 


pH = pK, + log 


0,058 
pH = 6,86 + log (205 2) = 6,86 + 0,14= 7,0 
0,042 


DI 


È possibile un'immediata verifica della risposta. Quando è 
presente una quantità maggiore di base coniugata rispetto 
all’acido, la titolazione procede per più del 50% e quindi il 
valore del pH è superiore a quello del pK, (6,86), che cor- 
risponde al pH a cui l’acido è titolato per il 50%. 


(b) Se 1,0 mL di una soluzione 10,0 m di NaOH viene ag- 
giunto a un litro di una soluzione tampone preparata co- 
me in (a), di quanto varierà il pH? 


Soluzione Un litro di soluzione tampone contiene 0,042 
moli di NaH,POy. L'aggiunta di 1,0 mL di 10,0 m Na0H 
(0,010 moli) titola una quantità equivalente (0,010 moli) 
di NaH,P0, a Na; HPO,, portando quindi a 0,032 moli di 
NaH;P0O, e 0,068 moli di Na, HPO,. Il nuovo pH sarà 


[HPO{ ] 
pH= pK. + log <__—— 
[H2PO4] 
0,068 
= 6,86 + log = 6,86 + 0,33 = 7,2 


0,032 


(c) Se 1 mL di una soluzione 10,0 m di NaOH viene aggiun- 
to a 1 litro di acqua pura a pH 70, quale sarà il pH della so- 
luzione? Confrontate la risposta con quella del punto (b). 


Soluzione PNaOH si dissocia completamente in Na* e 
OH”, quindi la [OH ] sarà 0,010 moli/L = 1,0 X 10°? m. 
Poiché il pOH è il logaritmo negativo della [OH], sarà pHO 
= 2,0. Poiché in tutte le soluzioni pH + pOH = 14, il pH del- 
la soluzione è 12. 

Quindi la stessa quantità di NaOH che ha portato il pH 
dell’acqua da 7 a 12 ha invece aumentato il pH della solu- 
zione tampone, preparata come in (b), da 7 ad appena 72. 


Il plasma sanguigno è tamponato in parte dal sistema 
bicarbonato, costituito da acido carbonico (H,C03;) come 
donatore di protoni e da bicarbonato (HCO; ) come accet- 
tore (K, è la prima di svariate costanti di equilibrio del si- 
stema tampone bicarbonato): 


Wc0, = #*4H00; 
[H*][HCO;] 

[H.C0;] 
Questo sistema è più complesso di altre coppie coniuga- 
te acido-base, in quanto uno dei suoi componenti, l’acido 
carbonico (H,C0;), si forma dalla CO; disciolta (d) in ac- 
qua, in base alla relazione reversibile: 


1 


argo 

In condizioni normali l’anidride carbonica è un gas e la 
concentrazione di CO, disciolta è in equilibrio costante 
con la CO; nella fase gassosa (g): 


CO(g) == C0;(d) 
_ [COx(A)] 
* [c0.(9)] 


Il pH del sistema tampone bicarbonato dipende dalla con- 
centrazione di H,CO; e HCO;, rispettivamente donatore e 
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accettore di protoni del sistema, ma la concentrazione di 
H:C0; a sua volta dipende dalla concentrazione della CO; 
disciolta, che è in equilibrio con la CO; presente in fase gas- 
sosa, 0 pressione parziale della CO;, indicata come pCO.. 
Quindi il pH di un tampone bicarbonato in equilibrio con 
la fase gassosa è in ultima analisi determinato dalla con- 
centrazione di HCO; nella fase acquosa e dalla pressione 
parziale di CO; nella fase gassosa. 


Il tampone bicarbonato è efficace al pH fisiologi- 
co vicino a 74, in quanto l’H;CO; del plasma san- 

guigno è in equilibrio con l'ampia riserva di CO, 
(g) presente nello spazio aereo dei polmoni. Come si è det- 
to, questo sistema tampone comprende tre equilibri rever- 
sibili, a partire dalla CO; gassosa nei polmoni fino al bicar- 
bonato (HCO;) nel plasma sanguigno (Figura 2.21). 

Il sangue può assumere H° provenienti, per esempio, 
dall’acido lattico prodotto dal muscolo durante un eser- 
cizio intenso. Il sangue può anche perdere H*, come nel ca- 
so della protonazione dell’NH; che avviene nel catabolismo 
delle proteine. Quando l’H* passa nel sangue, e da qui nei 
tessuti, la reazione 1 della Figura 2.21 si sposta verso un 
nuovo equilibrio, in cui la [HC0;] aumenta. A sua vol- 
ta aumenta la [CO;(d)] del plasma (reazione 2) e anche 
la pressione parziale della CO; (g) nei polmoni (reazione 
3); la CO; gassosa liberata viene quindi espirata. Per con- 
tro, quando l’H* viene perso dal sangue, le reazioni pro- 
cedono in senso contrario: più HCO; si dissocia in H* 
e HCO;, e altra CO; (g) passa dai polmoni al sangue. La 
frequenza della respirazione, cioè la velocità dell’inspi- 
razione e dell’espirazione, può regolare questi equilibri 
e mantenere il pH del sangue pressoché costante. La fre- 
quenza della respirazione è controllata dal sistema ner- 
voso, che risponde all'aumento della pCO; o alla diminu- 
zione del pH del sangue aumentando la profondità e la 
frequenza del respiro. 

Nel plasma sanguigno a pH fisiologico (7,4) la quota di 
H;CO; è nettamente inferiore rispetto a quella di HCO;, e 
l'aggiunta di una piccola quantità di base (NH; o OH”) ti- 
tolerebbe questa piccola quantità di H,CO:, esaurendo la 


H* + HCO; 


reazione 1 


H,CO, 


reazione 2 
H,0 H,0 


CO,(d) 


Fase acquosa 
(sangue nei capillari) 


reazione 3 


Fase gassosa 
(spazi aerei del polmone) 


CO-(g) 


Figura 2.21 Il sistema tampone bicarbonato. La CO, presente 
negli spazi aerei dei polmoni è in equilibrio con iltampone 
bicarbonato del plasma sanguigno che passa nei capillari polmonari. 
Poiché la concentrazione di CO, disciolta può essere modificata 
rapidamente da variazioni della frequenza respiratoria, il sistema 
tampone bicarbonato del sangue è potenzialmente in equilibrio con 
una grande riserva di CO,. 
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capacità tamponante. Il ruolo importante dell’acido carbo- 
nico (pK, = 3,75 a 37 °C) come tampone del plasma (—pH 
7,4) sembra essere in contrasto con l'affermazione prece- 
dente, secondo la quale una soluzione tampone agisce in 
un ambito di pH che va da una unità al di sopra a una 
unità al di sotto del valore di pK,. La spiegazione di que- 
sto paradosso è data dall’ampia riserva di CO;(d) presente 
nel plasma sanguigno, che viene rapidamente equilibrata 
con l’H;CO; portando alla formazione di ulteriore HC03: 


Nella pratica clinica medica è molto utile avere a disposi- 
zione un metodo semplice per esprimere il pH sanguigno 
in termini di CO; disciolta, in quanto questa molecola vie- 
ne comunemente monitorata insieme ad altri gas disciolti 
nel sangue. Possiamo quindi definire una costante K,, co- 
me la costante di equilibrio della reazione di idratazione 
della CO; per formare l H3CO3: 
_ [H,C0x] 

[CO-(d)] 


Per tener conto della riserva di CO;(d), possiamo esprime- 
re il valore di [HCO;] nella forma di prodotto Ky [CO:(d)] 
e sostituire questa espressione a [HCO;] nell'equazione 
di dissociazione di H,C0O3: 

[H*][HCO;] _ [H*][HCO;] 

[H2C0;] Kx[CO:(d)] 
Si può quindi esprimere l'equilibrio della reazione di dis- 
sociazione dell’H,CO; in questi termini: 
[HCO] 
[CO-(d)] 

È possibile ora calcolare il valore della nuova costante, 
Kcombinata € il corrispondente valore di pK, 0 pK combinato» 
dai valori di K,, (3,0 X 103 m) e di K, (2,7 X 104 m) deter- 
minati sperimentalmente a 37 °C: 


h 


a 


KyKa 2 Kcombinata 2 


Keombinata » (3,0 x è M) (2,7 x 1055 M) 
= 81 Xx 1077 x? 
PKcombinato 2 6,1 


Nella pratica medica normalmente si considera la CO;(d) 
come acido coniugato, e si usa il valore del pK, apparente 
o combinato di 6,1 per semplificare il calcolo del pH dalla 
[CO:(d)]. Secondo questa convenzione, 

[HCO:] 


H= 6,141 
; °È (0,23 X pCO,) 


dove pCO; è espressa in kilopascal (kPa; di norma la pCO; 
varia da 4,6 a 6,7 kPa) e 0,23 è il coefficiente di solubi- 
lità della CO; in acqua; quindi il termine 0,23 X pCO; 
= 1,2 kPa. La [HCO;] del plasma è normalmente intor- 
no a24mm. © 


e Ildiabete nontrattato provoca una grave acidosi 


Normalmente il pH del plasma umano ha un va- 
La lore compreso tra 7,35 e 745, e molti enzimi che 

agiscono nel sangue si sono evoluti in modo da 
avere l’attività massima in quell’ambito di pH. Molti aspet- 
ti della struttura e della funzione della cellula sono in- 
fluenzati dal pH, ma l’attività catalitica degli enzimi mo- 
stra una sensibilità particolare al pH. Ogni enzima ha 
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un’attività catalitica massima a un pH caratteristico, detto 
pH ottimale (Figura 2.22). Allontanandosi dal pH ottima- 
le l’attività catalitica diminuisce rapidamente. Quindi una 
piccola variazione di pH può influenzare negativamente 
la velocità di alcune reazioni catalizzate dagli enzimi. Il 
controllo biologico del pH intracellulare e dei liquidi ex- 
tracellulari è quindi di importanza centrale in tutti gli 
aspetti del metabolismo e delle altre attività cellulari. In 
particolare, le variazioni del pH del sangue possono avere 
notevoli conseguenze fisiologiche (descritte in dettaglio 
nel Box 2.1). 

Nei soggetti diabetici affetti da diabete mellito non trat- 
tato, la mancanza di insulina, o l’insensibilità all’insulina (a 
seconda del tipo di diabete), impedisce l'apporto di glucosio 
ai tessuti e costringe i tessuti a usare le riserve di acidi grassi 
come combustibile primario. Per ragioni che verranno ana- 
lizzate in seguito (vedi la Figura 24.30), questa dipenden- 
za dagli acidi grassi provoca l'accumulo di due acidi carbos- 
silici, acido B-idrossibutirrico e l'acido acetacetico (i livel- 
li plasmatici salgono fino a 90 mg/100 mL, contro i valori 
<3 mg/100 mL dei soggetti sani; l’escrezione urinaria rag- 
giunge i 5 g/24 ore, contro i valori <125 mg/24 ore dei sog- 
getti sani). La dissociazione di questi acidi abbassa il pH 
del plasma sanguigno a valori inferiori a 7,35, causando 
acidosi. Se l’acidosi è grave, insorgono mal di testa, stan- 
chezza, nausea, vomito e diarrea, seguiti da stordimento, 
coma e convulsioni, presumibilmente perché alcuni en- 
zimi a pH più basso non funzionano in modo ottimale. 
Quando un paziente presenta una glicemia elevata, bassi 
valori di pH ed elevati livelli di acido f-idrossibutirrico e 
di acido acetacetico nel sangue e nelle urine, la diagnosi 
più probabile è quella di diabete. 

Anche altre condizioni possono produrre acidosi. Il di- 
giuno, specialmente se prolungato, costringe a utilizzare 
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Figura 2.22 Il pHottimale di alcuni enzimi. La pepsina è un 
enzima digestivo, presente nel succo gastrico, il cui pH di >1,5 
permette all'enzima di agire in modo ottimale. La tripsina, un enzima 
digestivo, che agisce nell'intestino tenue, ha un pH ottimale che 
coincide quasi con quello neutro del lume dell'intestino tenue. La 
fosfatasi alcalina del tessuto osseo è un enzima idrolitico che sembra 
possa contribuire al processo di mineralizzazione ossea. 
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Box 2.1 [I 


Brani tratti dal libro di J.B.S Haldane Possible Worlds 
(Harper and Brothers, 1928) che descrivono alcuni espe- 
rimenti condotti per controllare il pH del sangue: 
“Volevo capire cosa succede a un uomo quando lo si rende 
più acido o più alcalino... Naturalmente avrei potuto con- 
durre esperimenti di questo genere prima sui conigli, 
e in realtà qualcosa del genere l'avevo già fatto; ma è 
difficile capire come si sente un coniglio quando viene 
trattato. Inoltre i conigli non hanno alcuna intenzione 
di collaborare. 

..Un mio collega ed io quindi cominciammo a sperimen- 
tare su noi stessi... Il mio collega Dr. H.W. Davies ed io ci 
rendemmo alcalini respirando profondamente e ingoiando 
fino a 100 grammi di bicarbonato di sodio. Ci rendemmo 
acidi stando in una camera chiusa con il 6-7% di biossido 
di carbonio. Questa condizione ci costringeva a respirare 
come se avessimo appena finito una gara di canottaggio 
e ci causava anche un mal di testa piuttosto forte... Due 
ore in quell’ambiente ricco di CO; era un tempo molto 
lungo, anche se la camera a gas a nostra disposizione non 
emanava più quell’odore acre del gas velenoso, residuato 
di esperimenti condotti in tempo di guerra, che faceva 
piangere tutti quelli che vi entravano. La cosa più ovvia 
da fare era bere acido cloridrico. Ma l'acido è troppo forte, 
attacca i denti e brucia la gola, invece io volevo che dif- 
fondesse lentamente in tutto il corpo. La soluzione più 
concentrata che ho mai osato bere conteneva una parte 
di acido in cento parti di acqua, ma quasi mezzo litro di 
questa soluzione per me era già troppo, perché mi irritava 
la gola e lo stomaco, mentre i miei calcoli dimostravano 
che avevo bisogno di berne almeno sei litri, per ottenere 
l’effetto voluto... Pensai allora che se avessi ingerito cloruro 
di ammonio, questo si sarebbe in parte scisso nel corpo, 
liberando acido cloridrico. Quest’idea si rivelò corretta... Il 
fegato trasforma lo ione ammonio in una sostanza innocua 
chiamata urea, prima che l’ammonio raggiunga il cuore e il 


gli acidi grassi come fonte di energia, con le stesse conse- 
guenze che si hanno nel diabete. Un esercizio fisico stre- 
nuo, come lo sprint di un velocista o di un ciclista, porta 
all’accumulo temporaneo di acido lattico nel sangue. L’in- 
sufficienza renale diminuisce la capacità di regolare il li- 
vello del bicarbonato. Le malattie polmonari (come l’en- 
fisema, la polmonite e l'asma) riducono la capacità di eli- 
minare la CO; prodotta dall’ossidazione dei combustibili 
nei tessuti, con conseguente accumulo di H)CO;. L’acidosi 
viene trattata curando la malattia che l’ha prodotta, cioè 
somministrando insulina ai soggetti diabetici, oppure ste- 
roidi e antibiotici ai soggetti affetti da malattie polmona- 
ri. acidosi grave deve essere trattata somministrando in- 
travena soluzioni di bicarbonato. O 


°. 


SE) Trattamento dell'acidosi 

con bicarbonato 
Perché la somministrazione intravenosa di una soluzione 
di bicarbonato aumenta il pH del sangue? 


Essere cavia di se stessi (non provate questo esperimento a casa!) 


cervello dopo essere stato assorbito dall’intestino. L’acido 
cloridrico che si forma si combina con il bicarbonato di 
sodio presente nei tessuti, producendo cloruro di sodio 
e biossido di carbonio. In questo modo avevo quindi pro- 
dotto in me questo gas a una velocità di oltre un litro all'ora 
(anche se per meno di un'ora)... 

..Ero molto soddisfatto di aver riprodotto in me il tipo 
di respiro corto che si osserva negli stadi terminali delle 
malattie renali e nel diabete. Era noto che il sintomo 
dovuto all’avvelenamento da acido è complicato da altre 
anomalie chimiche, quindi non ero certo che i sintomi 
fossero realmente dovuti all’acido come tale. 

Lo scenario ora si sposta ad Heidelberg, dove Freudenberg 
e Gyéòrgy stavano studiando il tetano dei bambini... Capitò 
che essi pensassero che poteva valere la pena di tentare di 
acidificare in qualche modo il corpo dei bambini. Poiché 
il tetano era stato occasionalmente osservato in pazienti 
che per altri motivi erano stati trattati con alte dosi di bi- 
carbonato di sodio o avevano perso molto acido cloridrico 
vomitando, se era l’alcalinità di questi tessuti a produrre il 
tetano ci si poteva aspettare che l’acidità potesse servire a 
curarlo. Sfortunatamente non si poteva tentare di curare 
un bambino mettendolo in una camera piena di acido car- 
bonico e nemmeno dandogli da bere acido cloridrico; così 
nonsi poté fare altro che somministrare succo di lime, che 
però non viene assorbito facilmente e provoca disturbi 
alla digestione, anche se allevia la sintomatologia in molti 
casi di tetano. 

Però, appena lessero il mio lavoro sugli effetti del cloruro 
di ammonio cominciarono a somministrarlo ai bambini e 
con grande soddisfazione videro che i sintomi del tetano 
scomparivano in poche ore. Da allora il cloruro di ammo- 
nio è stato usato con successo in Inghilterra e in America, 
sia nei bambini che negli adulti. Il sale non rimuove la 
causa del tetano ma porta il paziente in una condizione 
tale da poter sperare in una guarigione.” 


Soluzione Il rapporto tra [HCO] e [CO;(d)] determina il 
pH del tampone bicarbonato, secondo l'equazione 


[HCO] — 
(0,23 X pCO») 


pH = 6,1 +log 


Se la [HCO ] aumenta, senza aumento della pCO,, il pH 
aumenta. 


SOMMARIO 2.3 
Sistemi tampone contro le variazioni di pH 
nei sistemi biologici 

e La miscela di un acido (o una base) debole e del suo 
sale coniugato si oppone alle variazioni di pH causate 
dall’aggiunta di H* e OH”. La miscela ha quindi funzio- 
ne tamponante. 

e Il pH della soluzione di un acido (o una base) debole e 
del suo sale coniugato è data dall’equazione di Hender- 
son-Hasselbalch: 

det 
pH= pK.+ log THA] 
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e Nelle cellule e nei tessuti, i sistemi tampone fosfato e 
bicarbonato mantengono i liquidi intra- ed extracellu- 
lari al loro pH ottimale (fisiologico), che normalmente 
è vicino a 7 Questo è anche il valore di pH a cui gli en- 
zimi in genere lavorano in modo ottimale. 

e Le condizioni patologiche che abbassano il pH del san- 
gue, causando acidosi, e quelle che lo aumentano, cau- 
sando alcalosi, possono essere mortali. 


L'acqua come reagente 


L'acqua non è solo il solvente in cui avvengono tutte le 
reazioni chimiche delle cellule viventi; spesso parteci- 
pa direttamente alle reazioni. Per esempio, la formazio- 
ne di ATP da ADP e fosfato inorganico è una reazione 
di condensazione, in cui vengono eliminati gli elementi 
dell’acqua (Figura 2.23). La reazione inversa, cioè la scis- 
sione accompagnata dall’aggiunta degli elementi dell’ac- 
qua, è detta reazione di idrolisi. Le reazioni di idrolisi 
sono responsabili anche della depolimerizzazione enzi- 
matica delle proteine, dei carboidrati e degli acidi nuclei- 
ci. Le reazioni di idrolisi, catalizzate da enzimi chiamati 
idrolasi, sono quasi sempre esoergoniche. Poiché queste 
reazioni producono due molecole a partire da una, au- 
mentano il disordine del sistema. La formazione di poli- 
meri cellulari dalle loro unità costitutive semplici tramite 
reazioni di condensazione è un processo endoergonico e 
quindi non spontaneo. Come vedremo, le cellule supera- 
no questo ostacolo accoppiando reazioni di condensazio- 
ne endoergoniche a processi esoergonici, come la rottura 
dei legami fosfoanidridici del’ATP. 

Anche mentre state leggendo questo testo, per esem- 
pio, consumate ossigeno. L'acqua e l'anidride carbonica 
(CO) sono i prodotti finali dell’ossidazione di combusti- 
bili come il glucosio. Il processo globale può essere così 
riassunto: 

GHy0g +60, —+600,-4 GH0 

Glucosio 
L’acqua “metabolica” che si forma con l'ossidazione dei 
nutrienti e dei grassi di deposito permette ad alcuni ani- 
mali (gerbilli, ratti canguro, cammelli) di sopravvivere in 
ambienti aridi, senza bere acqua anche per lunghi periodi. 


(0) O (0) O 
R_0-1_0n + HO-L_0- == PE E + Hs0 
LELE i. 
(ADP) (ATP) 
Fosfoanidride 


Figura 2.23 Ruolo dell’acqua nelle reazioni biologiche. L'ATP 
ha due legami fosfoanidridici che si formano per condensazione 
(perdita degli elementi dell’acqua) dell'ADP (o AMP) con il fosfato. 
R rappresenta l'adenosina monofosfato (AMP). Questa reazione di 
condensazione richiede energia. L'idrolisi (aggiunta degli elementi 
dell'acqua) dell'ATP, con formazione di ADP e fosfato, rilascia una 
quantità di energia equivalente. Le reazioni di condensazione e di 
idrolisi dell'ATP sono solo un esempio del ruolo dell'acqua come 
reagente nei processi biologici. 
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La CO; prodotta dall’ossidazione del glucosio viene 
convertita negli eritrociti nello ione più solubile HCO;, in 
una reazione catalizzata dall’anidrasi carbonica: 


CO; + H;0 = HCO; + H* 


In questa reazione l’acqua non è solo un substrato, ma par- 
tecipa anche al trasferimento protonico, formando un re- 
ticolo di molecole d’acqua unite da legami idrogeno, attra- 
verso il quale avviene il processo del salto protonico (ve- 
di la Figura 2.14). 

Le piante verdi e le alghe usano l’energia solare per 
scindere l’acqua nel processo della fotosintesi: 


2H,0+2AL, 0, +2AH, 


In questa reazione A è un accettore di elettroni, che varia 
a seconda dell’organismo fotosintetico; l’acqua serve co- 
me donatore di elettroni in una sequenza di reazioni di 
ossidoriduzione (vedi la Figura 19.59) fondamentale per 
la vita sulla Terra. 


SOMMARIO 2.4 
L'acqua come reagente 

e Facqua è il solvente in cui avvengono le reazioni meta- 
boliche e un reagente in molti processi biochimici, che 
includono idrolisi, condensazione e reazioni di ossido- 
riduzione. 


L'ambiente acquoso è adatto alla vita 


Gli organismi viventi si sono ben adattati all'ambiente ac- 
quoso e hanno evoluto sistemi per sfruttare le proprie- 
tà tipiche dell’acqua. L’elevato calore specifico dell’ac- 
qua (cioè l’energia termica necessaria per aumentate di 
1°C la temperatura di 1 g d’acqua) è utile alla cellula e 
agli organismi, in quanto consente all’acqua di agire co- 
me “tampone termico”, mantenendo la temperatura di 
un organismo relativamente costante, anche se quella 
dell'ambiente circostante varia, o viene generato calo- 
re come sottoprodotto del metabolismo. Inoltre alcuni 
vertebrati sfruttano l’elevato calore di vaporizzazione 
dell’acqua (Tabella 2.1) utilizzando (quindi perdendo) 
l'eccesso di calore corporeo per evaporazione dell’acqua 
(il sudore). Lelevato grado di coesione interna dell’acqua 
allo stato liquido, dovuto ai legami idrogeno, è sfrutta- 
to dalle piante per trasportare i nutrienti sciolti in ac- 
qua dalle radici alle foglie nel processo della traspira- 
zione. Anche la densità del ghiaccio, più bassa di quella 
dell’acqua allo stato liquido, ha importanti conseguen- 
ze biologiche nel ciclo vitale degli animali acquatici. Gli 
stagni ghiacciano dall’alto verso il basso, quindi lo stra- 
to di ghiaccio che si forma in superficie isola l’acqua sot- 
tostante dall’aria fredda, impedendo allo stagno (e agli 
organismi che lo popolano) di congelare. È molto im- 
portante per tutti gli organismi viventi che molte delle 
proprietà fisiche e biologiche delle macromolecole cel- 
lulari, in particolare delle proteine e degli acidi nucleici, 
derivino dalla loro interazione con le molecole d’acqua 
dell’ambiente circostante. L'influenza dell’acqua nel cor- 
so dell’evoluzione biologica è stata determinante. Se al- 
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tre forme di vita si sono evolute in qualche parte dell’u- 
niverso, è difficile che assomiglino a quelle della Terra, 
a meno che non si siano originate in un pianeta dove c’è 
abbondanza di acqua allo stato liquido. 


AS Termini chiave 


©) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & 
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* Acidi deboli, basi deboli e tamponi: 

problemi pratici 
Segel, I.H. (1976) Biochemical Calculations, 2° ed., John 
Wiley & Sons, Inc., New York. 


=N Problemi 
1. 


Solubilità dell’etanolo in acqua. Spiegate perché l’e- 
tanolo (CH;CH,0H) è più solubile in acqua che in eta- 
no (CH3CH;). 

2. Calcolo del pH dalla concentrazione di ioni idro- 
geno. Qual è il pH di una soluzione che ha una con- 
centrazione di H*: (a) 1,75 X 107° moli/L; (b) 6,50 X 
10° moli/L; (c) 1,0 X 1074 moli/L; (d) 1,50 x 10° 
moli/L? 

3. Calcolo della concentrazione di ioni idrogeno dal 
pH. Qual è la concentrazione di ioni H* di una solu- 
zione con pH di (a) 3,82 ; (b) 6,52; (c) 11,11? 

4. &:@ Acidità dell’HCI gastrico. Nel laboratorio di un 

ospedale, un campione di 10 mL di succo gastri- 
co, prelevato diverse ore dopo il pasto, è stato titolato 
con NaOH 0,1 m; sono stati necessari 72 mL di NaOH 
per raggiungere la neutralità. Lo stomaco del paziente 
non conteneva né cibi né bevande ingerite, e quindi si 
può presumere che non vi fossero sistemi tampone. 
Qual era il pH del succo gastrico? 

5. Calcolo del pH di un acido forte o una base for- 
te. (a) Scrivete la reazione di dissociazione dell’acido 
cloridrico. (b) Calcolate il pH di una soluzione di HCl 
5,0 X 1074 m. (c) Scrivete la reazione di dissociazione 
dell’idrossido di sodio. (d) Calcolate il pH di una solu- 
zione di NaOH 70 X 107° m. 

6. Calcolo del pH dalla concentrazione di un acido 
forte. Calcolate il pH di una soluzione preparata di- 
luendo 3,0 mL di HCI 2,5 Mm con H30 a un volume fina- 
le di 100 mL. 

7. Misurazione dei livelli di acetilcolina mediante 
variazioni del pH. La concentrazione di acetilcoli- 
na, un neurotrasmettitore, può essere determinata 
dalla variazione di pH che accompagna la sua idroli- 
si. Quando viene incubata con una quantità cataliti- 
ca dell'enzima acetilcolinesterasi, l’acetilcolina viene 
convertita in colina e acido acetico, che si dissocia for- 
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10. 


11 


12. 


13. 


mando acetato e ioni idrogeno, secondo la seguente 
reazione: 


? CHsg 


H,0 
CHg C_07- CHy aa CHy cui A CHg === 
CHg 
Acetilcolina 

fHs 
HO — CHa — CHy A CHgz + OBare 705 +H* 

CHg O 

Colina Acetato 


In un’analisi tipica, 15 mL di una soluzione acquosa con- 
tenente una quantità sconosciuta di acetilcolina vengo- 
no portati a pH 765. Quando la soluzione viene incuba- 
ta con acetilcolinesterasi, il pH diminuisce fino a un va- 
lore finale di 6,87 Supponendo che non vi siano tampo- 
ni nella miscela di dosaggio, determinate il numero di 
moli di acetilcolina presenti nei 15 mL di soluzione. 
Significato fisico del pK,. Quali delle seguenti solu- 
zioni acquose ha il pH più basso: 0,1 m HCl; 0,1 Mm acido 
acetico (pK, = 4,86); 0,1 M acido formico (pK, = 3,75)? 
Il significato di K, e pK,. (a) Un acido forte è caratte- 
rizzato dall'avere una maggiore o una minore tenden- 
za a perdere i suoi protoni rispetto a un acido debole? 
(b) Un acido forte ha una K, più o meno elevata di un 
acido debole? (c) Un acido forte ha un pK, più o meno 
elevato di un acido debole? 

Aceto artificiale. Un modo per ottenere l’aceto (ma 
non è la via preferibile) è quello di preparare una solu- 
zione di acido acetico, il solo componente acido dell’a- 
ceto, a un certo pH (vedi la Figura 2.15) e di aggiunge- 
re gli appropriati aromi. Lacido acetico (M, 60) è un li- 
quido a 25 °C con una densità di 1,049 g/mL. Calcolate 
la quantità (volume) di acido da aggiungere all’acqua 
distillata per ottenere 1 L di aceto artificiale (vedi la Fi- 
gura 2.16). 


.Identificazione della base coniugata. Qual è la ba- 


se coniugata in ciascuna delle seguenti coppie di com- 
posti? 

(a) RCOOH, RCOO7 

(b) RNH,, RNH7 

(c) H}PO7, H3POy 

(d) H,CO:, HCO; 

Calcolo del pH di una miscela di un acido debole 
e della sua base coniugata. Calcolate il pH di solu- 
zioni diluite, i cui rapporti molari tra acetato di potas- 
sio e acido acetico (pK, = 4,76) sono (a) 2:1; (b) 1:3, (c) 
5:1; (d) 1:1; (e) 1:10. 

Effetto del pH sulla solubilità. La natura fortemen- 
te polare dell’acqua e la sua capacità di legare l’idro- 
geno la rendono un ottimo solvente per le specie ioni- 
che (cariche). Al contrario, le molecole organiche non 
ionizzate e non polari come il benzene sono relativa- 
mente insolubili in acqua. Per principio, la solubilità 
di tutti gli acidi o di tutte le basi organiche può esse- 
re aumentata protonando o deprotonando la moleco- 
la per formare una specie carica. Per esempio, la solu- 
bilità dell'acido benzoico in acqua è bassa. L'aggiunta 
alla miscela di acqua di bicarbonato di sodio e di acido 
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benzoico aumenta il pH della soluzione e deprotona il 
carbossile dell’acido benzoico formando ione benzoa- 
to, che è abbastanza solubile in acqua. 


Acido benzoico Ione benzoato 


pK, = 5 


Le molecole riportate sotto sono più solubili in una so- 
luzione acquosa di NaOH 0,1 m oppure di HCI 0,1 Mm? 
(I protoni dissociabili sono mostrati in rosso.) 


SI | OH 
va 00 
H 


B-Naftolo 
pK, = 10 


(b) 


Ione piridina 
pK,=5 


(a) 


N-Acetiltirosina metil estere 
pK, = 10 


(c) 
14. bi Trattamento dell’esantema da veleno di ede- 
ra. I catecoli sostituiti con gruppi alchilici a cate- 
na lunga sono i componenti del veleno di edera e di 
quercia, che produce il caratteristico esantema prurigi- 
noso. 


OH 
7 O OH 
SN Circa; 
pK, = 8 


Se foste stati esposti al veleno dell’edera, quale dei se- 

guenti trattamenti usereste per trattare l’area colpita? 

Giustificate la vostra risposta. 

(a) Lavaggio dell’area con acqua fredda. 

(b) Lavaggio dell’area con aceto o succo di limone di- 

luito. 

(c) Lavaggio dell’area con sapone e acqua. 

(d) Lavaggio dell’area con sapone, acqua e bicarbonato. 
15. pH e assorbimento dei farmaci. L’aspirina è un 

acido debole con un pK, di 3,5 (l’H ionizzabile è 

mostrato in rosso): 


O 
I 
£x 
cao È 
e 
7 X 
| on 
= 
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1 


1 


1 


1 


6. 


N 


0 


vo 


Essa viene portata nel sangue attraverso le cellule dello 
stomaco e dell'intestino tenue. L’assorbimento richie- 
de l’attraversamento della membrana plasmatica, che 
è limitato dalla polarità della molecola: le molecole ca- 
riche o altamente polari non possono attraversare la 
membrana, mentre quelle neutre e idrofobiche sono 
permeabili. Il pH del succo gastrico nello stomaco è 
circa 1,5 e il pH del mezzo contenuto nell’intestino te- 
nue è circa 6. Viene assorbita e portata nel sangue più 
aspirina nello stomaco o nell’intestino tenue? Giustifi- 
cate la vostra risposta. 

Calcolo del pH dalla concentrazione molare. Qual è 
il pH di una soluzione contenente 0,12 moli/L di NH4Cl 
e 0,03 moli/L di NaOH (il pK, di NHj/NH; è 9,25)? 


. Calcolo del pH per titolazione di un acido debole. 


Il pK, di un composto è 74. A 100 mL di una soluzione 
1,0 m del composto a pH 8 si aggiungono 30 mL di una 
soluzione di acido cloridrico 1,0 m. Qual è il pH della 
soluzione risultante? 


. Proprietà di un tampone. Eamminoacido glicina è 


usato molto spesso come ingrediente principale di un 
tampone negli esperimenti biochimici. Il gruppo am- 
minico della glicina, che ha un pK, di 9,6, può trovarsi 
sia nella forma protonata (—-NH;) sia come base libe- 
ra (—NH») per l'equilibrio reversibile 


R—NHj == R—NH, + H' 


(a) In quale intervallo di pH la glicina può essere usata 
come tampone, utilizzando le proprietà acido-base 
del suo gruppo amminico? 

(b) In una soluzione 0,1 m di glicina a pH 900, quale fra- 
zione di glicina ha il gruppo amminico nella forma 
—NH;? 

(c) Quanta KOH 5 m deve essere aggiunta a 1,0 L di gli- 
cina 0,1 m a pH 90 per portare il suo pH a 10,0? 

(d) Per avere il 99% della glicina con il suo gruppo 
amminico nella forma —NHj, quale deve essere 
il rapporto numerico tra il pH della soluzione e il 
pK. del gruppo amminico della glicina? 


. Calcolo del pK, di un gruppo ionizzabile tramite 


titolazione. I valori del pK, di un composto avente 
due gruppi ionizzabili sono pK; = 4,10 e pK; compre- 
sa tra 7 e 10. Un biochimico ha a disposizione 10 mL di 
una soluzione 1,0 m di questo composto a pH 8,00. In 
seguito all’aggiunta di 10,0 mL di HCI 1,00 mi, il biochi- 
mico nota un cambiamento nel valore del pH che rag- 
giunge il valore di 3,20. Qual è il valore di pK;? 


COOH COO- 
+ + | 
H3N— CH H3N— CH 
CH, H CH, H 
(ovali | xa 
CT 4 L n 4 
H N H N 
H H 
Gruppo — COOH === —C00° 
ionizzabile — HisH 


20. 


2 


Pi 


22. 


23. 


24. 


25. 


26. 
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Calcolo del pH di una soluzione di un acido poli- 
protico. Listidina ha gruppi ionizzabili con valori di 
pK, di 1,8, 6,0 e 9,2, come mostrato nella figura in bas- 
so (His = gruppo imidazolico). Un biochimico prepara 
100 mL di una soluzione 0,100 w di istidina a pH 5,40. 
Alla soluzione aggiunge poi 40 mL di 0,10 m HCI. Qual 
è il pH della soluzione risultante?. 


. Calcolo del pH iniziale di una soluzione dal valore 


del pH finale raggiunto dopo titolazione. Un bio- 
chimico dispone di 100 mL di una soluzione 0,10 m di 
un acido debole con pK, pari a 6,3. Dopo aver aggiun- 
to alla soluzione 6,0 mL di HCI 1,0 m, nota un cambia- 
mento nel pH che raggiunge il valore di 5,7 Qual era il 
valore di pH della soluzione originale? 
Preparazione di un tampone fosfato. Quale rap- 
porto molare tra HPO{ e H3POj in soluzione corri- 
sponderà a un valore di pH pari a 70? L'acido fosforico 
(H3P0O3), un acido triprotico, ha tre valori di pK;: 2,14, 
6,86, e 12,4. Suggerimento: solo uno dei tre valori di 
pK, serve per la risoluzione del problema. 
Preparazione di un tampone standard per calibra- 
re un pHmetro. L’elettrodo a vetro usato nei pHmetri 
in commercio dà una risposta proporzionale alla con- 
centrazione di ioni idrogeno. Per convertire questa ri- 
sposta in pH, l’elettrodo a vetro deve essere calibrato 
utilizzando una soluzione standard con una concen- 
trazione di ioni idrogeno nota. Determinate il peso in 
grammi di sodio diidrogeno fosfato (NaH,PO, - H;0; pe- 
so formula 138) e di disodio idrogeno fosfato (Na, HPO; 
peso formula 142) necessario a preparare 1 L di un tam- 
pone standard a pH 70 con una concentrazione totale 
di fosfato di 0,1 m (vedi la Figura 2.16). Vedi il problema 
22 peri valori di pK, dell’acido fosforico. 

Calcolo del rapporto molare tra base coniugata e 
acido debole dal valore del pH. Calcolate il rappor- 
to tra base coniugata e acido a pH 5,0 per un acido de- 
bole con un pK, di 6,0. 

Preparazione di un tampone con un determinato 
pH e una determinata forza ionica. Data una solu- 
zione 0,10 m di acido acetico (pK, = 4,76) e sodio ace- 
tato, descrivete come fareste a preparare 1,0 L di tam- 
pone acetato 0,10 m a pH 4,00. 

Scelta di un acido debole per la preparazione di 
un tampone. Quale di questi composti sarebbe il mi- 
glior tampone a pH 5: acido formico (pK, = 3,8), acido 
acetico (pK, = 4,76), o l’etilammina (pK, = 9,0)? Com- 
mentate brevemente la risposta. 


pe adi 
H3N-CH IN-CH 

CH, H CH, H 

| N I N 
6,0 Î pre 9,2 | Sa 
pK, G / pE3 h / 

H ©N H N 

— NH} —= —NH, 
——* — His 
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27. Lavorare con i tamponi. Un tampone contiene 0,010 (b) Una pratica comune per i corridori che devono per- 


moli di acido lattico (pK, = 3,86) e 0,050 moli di latta- 
to di sodio per litro. (a) Calcolate il pH del tampone. (b) 
Calcolate la variazione di pH quando si aggiungono 5 
mL di HCI1 0,5 m a 1 L di tampone. (c) Quale variazione 
di pH vi aspettereste, aggiungendo la stessa quantità 
di HCl a 1 L di acqua pura? 


28. Uso delle concentrazioni molari per calcolare il 


pH. Qual è il pH di una soluzione che contiene 0,2 M 
di sodio acetato e 0,6 m di acido acetico (pK, = 4,76)? 


29. Preparazione del tampone acetato. Calcolate la con- 


centrazione di acido acetico (pK, = 4,76) e di acetato 
di sodio necessarie per preparare una soluzione tam- 
pone 0,2 m a pH 5,0. 


30.Il pH della secrezione difensiva di un insetto. 


Avete osservato un insetto che per difendersi dai ne- 
mici secerne un liquido caustico. L'analisi del liquido 
rivela una concentrazione di ioni formiato più acido 
formico (K, = 1,8 X 104) pari a 1,45 m; la concentra- 
zione degli ioni formiato è 0,015 m. Qual è il pH della 
secrezione? 


31. Calcolo del pK,. Si sa che un composto sconosciu- 


to, X, ha un gruppo carbossilico con un pK, di 2,0 e 
un altro gruppo ionizzabile con un pK, compreso tra 
5 e 8. Quando 75 mL di NaOH 0,1 m vengono aggiun- 
ti a 100 mL della soluzione 0,1 m di X a pH 2,0 il pH 
aumenta a 6,72. Calcolate il pK, del secondo gruppo 


correre distanze brevi è quella di respirare rapida- 
mente e profondamente (iperventilazione) per cir- 
ca mezzo minuto per eliminare la CO, dai polmo- 
ni subito prima della gara, per esempio i 100 metri 
piani. Il pH del loro sangue raggiunge valori di 7,60. 
Spiegate perché il pH del sangue aumenta. 

(c) Durante una corsa breve il muscolo produce gran- 
di quantità di acido lattico [CH;CH(0H)COOH; 
K, = 1,38 X 1074 m] dalle riserve di glucosio. Alla 
luce di questo fatto, perché l’iperventilazione pri- 
ma della corsa può essere utile? 


34. Calcolo del pH del sangue dai livelli di CO, e di 


bicarbonato. Calcolate il pH di un campione di pla- 
sma sanguigno la cui concentrazione totale di CO; è di 
26,9 mm e quella del bicarbonato di 25,6 mm. Ricordate 
(pagina 69) che il pK, dell’acido carbonico è 6,1. 


35.Effetto del trattenere il respiro sul pH del san- 


gue. Il pH dei liquidi extracellulari è tamponato dal 
sistema bicarbonato/acido carbonico. Se si trattiene 
il respiro, aumenta la concentrazione della CO;(g) 
nel sangue. Quale potrebbe essere l’effetto sul pH dei 
liquidi extracellulari? Spiegate mostrando gli equili- 
bri delle reazioni coinvolte in questo sistema tampo- 
ne. 


ionizzabile di X. = Problema di analisi dei dati 
32. Forme ioniche dell’alanina. Palanina è un acido di-  MInî 
protico che va incontro a due reazioni di dissociazione —36.Surfattanti “scambiabili”. Le molecole idrofobiche 


(vedi la Tabella 3.1 peri valori di pK.). (a) Data la strut- 
tura della forma parzialmente protonata (o forma zwit- 
terionica; vedi la Figura 3.9) mostrata qui sotto, scrivete 
le formule di struttura delle altre due forme di alanina 
che predominano in soluzione acquosa: quella comple- 
tamente protonata e quella completamente deprotona- 
ta. 


COO- 
& | 
HaN-0 H 

CHy 


Alanina 
Delle tre possibili forme, quale sarebbe quella presen- 
te in concentrazione più elevata in soluzioni aventi i 
seguenti valori di pH: (b) 1,0; (c) 6,2; (d) 8,02; (e) 11,9? 
Commentate la risposta in termini dei pH e dei valori 
dei due pK,. 


33. Controllo del pH del sangue mediante la velocità 


di respirazione. 

(a) La pressione parziale di CO; nei polmoni può varia- 
re rapidamente con la velocità e la profondità del re- 
spiro. Per esempio, un rimedio comune per allevia- 
re il fastidio del singhiozzo è quello di aumentare la 
concentrazione di CO, nei polmoni. Ciò può essere 
ottenuto trattenendo il respiro, mediante una respi- 
razione lenta (ipoventilazione), o respirando in un 
sacchetto di carta. In queste condizioni la pressione 
parziale di CO; nello spazio aereo dei polmoni au- 
menta oltre il valore normale. Spiegate l’effetto di 
questi procedimenti sul pH del sangue. 


si sciolgono in acqua con difficoltà. Essendo l’acqua un 
solvente molto usato, ciò rende alcune operazioni mol- 
to difficoltose: pulire bene i piatti dai residui dei cibi 
oleosi, eliminare le macchie d’olio, mescolare la fase ac- 
quosa e oleosa nel condimento dell’insalata, e seguire 
le reazioni chimiche in cui intervengono componenti 
idrofobici e idrofilici. 

I surfattanti sono una classe di composti anfipatici 
che includono i saponi, i detergenti e gli emulsifican- 
ti. Con l’uso dei surfattanti, i composti idrofobici pos- 
sono essere sospesi in una soluzione, dove formano 
micelle (vedi la Figura 2.7). Una micella è costituita 
da una zona centrale idrofobica, formata dal compo- 
sto idrofobico e dalle “code” dei surfattanti; le “teste” 
del surfattante ricoprono la superficie della micella. 
Una sospensione di micelle è detta “emulsione”. Più 
le teste dei surfattanti sono idrofiliche, maggiore è la 
loro potenza, cioè maggiore è la capacità di emulsio- 
nare un materiale idrofobico. 

Quando si utilizza il sapone per rimuovere il grasso 
dai piatti sporchi, il sapone forma un’emulsione con 
il grasso, che può essere facilmente rimossa per inte- 
razione dell’acqua con le teste idrofiliche delle mole- 
cole del sapone. Allo stesso modo, un detergente può 
essere usato per emulsionare l’olio, al fine di rimuo- 
verlo con l’acqua. Gli emulsificanti dei condimenti 
commerciali mantengono le particelle d’olio in so- 
spensione in una miscela acquosa. 

Esistono però delle situazioni in cui sarebbe utile ave- 
re un surfattante “scambiabile”, cioè una molecola che 
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possa essere convertita in modo reversibile da surfat- 

tante a non surfattante. 

(a) Si immagini di avere a disposizione un surfattante 
“scambiabile”. Come lo utilizzereste per trattare le 
perdite di petrolio e per recuperare il petrolio? 

Liu e collaboratori hanno descritto un prototipo di sur- 

fattante scambiabile in un articolo del 2006 intitolato 

Switchable Surfactants. Lo scambio è basato sulla se- 

guente reazione: 


fre 
C —= R C = 
N22 + CO, + Hy0 + HCO; 
N SN-CH ssi NR ù 
| 
CHg H CHy 
Forma ammidinica Forma di ione ammidinio 


(b) Essendo il pK, di un tipico ione ammidinio pari a 
12,4, in quale direzione (verso destra o verso sini- 
stra) vi aspettate che sia spostato l'equilibrio della 
reazione? (Vedi la Figura 2.16 per i valori di pK, che 
interessano). Commentate la risposta. Suggerimen- 
to: ricordate la reazione H,0 + CO, == H;C0;. 

Liu e collaboratori hanno prodotto un surfattante 

scambiabile, in cui R = C4gH33, Essi non hanno dato 

un nome alla molecola; qui, per brevità, la chiamere- 
mo s-surf. 

(c) Lo ione ammidinio dell’s-surf è un potente surfat- 
tante, mentre la forma ammidinica non lo è. For- 
nite una spiegazione a questo. 

Liu e collaboratori notarono che le due forme di s-surf 

potevano interscambiarsi, variando il gas che essi face- 

vano gorgogliare in una soluzione di surfattante. Essi 
dimostrarono l’interscambio misurando la conducibi- 
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lità elettrica della soluzione di s-surf; soluzioni acquose 
di composti ionici hanno una conducibilità maggiore di 
quella dei composti non ionici. Essi iniziarono con una 
soluzione acquosa della forma ammidinica di s-surf. I 
risultati sono mostrati qui sotto. Le linee tratteggiate 
indicano il cambiamento da un gas all’altro. 


Gas gorgogliato 
sotto forma di: CO, Ar CO) Ar 


Conducibilità 
elettrica 


0 100 200 


Tempo (minuti) 


(d) In quale forma si trova la maggior parte dell’s-surf 
nel punto A? E nel punto B? 

(e) Perché la conducibilità elettrica aumenta dal tem- 
po 0 al punto A? 

(f) Perché la conducibilità elettrica diminuisce dal 
punto A al punto B? 

(g) Spiegate come utilizzereste l’s-surf per trattare le 
perdite di petrolio e per recuperare il petrolio. 
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AMMINOACIDI, PEPTIDI 


E PROTEINE 


3.1 Gliamminoacidi 


3.4 Struttura delle proteine: struttura pri 


e proteine mediano praticamente tutti i processi che 

hanno luogo nelle cellule e svolgono un numero enor- 

me di funzioni. Quando studiano i meccanismi mole- 
colari dei processi biologici, i biochimici quasi inevitabil- 
mente si imbattono in una o più proteine. Le proteine so- 
no le macromolecole biologiche più abbondanti, presen- 
ti in tutti i tipi di cellule e in tutte le frazioni subcellulari. 
La loro varietà è molto grande: in una singola cellula se ne 
possono trovare migliaia di tipi diversi. Poiché la funzio- 
ne molecolare dipende dalle proteine, esse possono essere 
considerate i più importanti prodotti finali dei processi di 
manipolazione dell’informazione analizzati nella Parte 3 
di questo libro. Le proteine sono gli strumenti molecolari 
tramite i quali si esprime l’informazione genetica. 

Unità monomeriche relativamente semplici sono alla 
base della struttura delle migliaia di differenti proteine. 
Le proteine di qualsiasi organismo, dai batteri più sempli- 
ci agli esseri umani, sono formate sempre dalla stessa se- 
rie di venti amminoacidi. Poiché ogni amminoacido ha una 
catena laterale con specifiche proprietà chimiche, questo 


n 


(a) (b) 


Figura 3.1 Alcune funzioni delle proteine. (a) La luce prodotta 
dalle lucciole è il risultato di una reazione che coinvolge la proteina 
luciferina e l'ATP, catalizzata dall'enzima luciferasi (vedi il Box 13.1). 

(b) Gli eritrociti contengono una grande quantità di emoglobina, una 
proteina che trasporta ossigeno. (c) La proteina cheratina, sintetizzata 
da tutti i vertebrati, è il principale componente strutturale di capelli, 


{ 


gruppo di 20 precursori delle proteine può essere consi- 
derato come una forma di alfabeto con cui è scritto il lin- 
guaggio della struttura delle proteine. 

Per generare una particolare proteina, gli ammino- 
acidi vengono legati covalentemente in una caratteristica 
sequenza lineare. Quello che più meraviglia è che le cel- 
lule sono in grado di produrre proteine dotate delle più 
disparate proprietà e attività, semplicemente unendo i 
venti amminoacidi in combinazioni differenti. Gli ammi- 
noacidi possono essere considerati come le unità costitu- 
tive con cui organismi diversi possono generare prodotti 
molto diversi, come enzimi, ormoni, anticorpi, trasporta- 
tori, fibre muscolari, proteine del cristallino dell’occhio, 
piume, ragnatele, corna di rinoceronti, proteine del latte, 
antibiotici, veleni fungini e miriadi di altre sostanze che 
posseggono attività biologiche specifiche (Figura 3.1). 
Tra tutte queste proteine, gli enzimi sono i composti più 
vari e specializzati. Essendo i catalizzatori praticamente 
di tutte le reazioni cellulari, gli enzimi costituiscono una 
delle chiavi per la comprensione della chimica della vi- 
ta e quindi forniscono un punto focale per qualsiasi cor- 
so di biochimica. 

La struttura e la funzione delle proteine sono gli argo- 
menti di questo e dei successivi tre capitoli. In questo ca- 
pitolo tratteremo le proprietà chimiche fondamentali de- 
gli amminoacidi, dei peptidi e delle proteine. Vedremo an- 
che come i biochimici studiano le proteine. 


squame, corna, lana, unghie e piume. Il rinoceronte nero è ormai 
vicino all'estinzione perché in alcune parti del mondo è diffusa la 
credenza che la polvere ottenuta dal suo corno abbia proprietà 
afrodisiache. In realtà le proprietà chimiche del corno polverizzato 
di rinoceronte non sono diverse da quelle delle corna bovine 
polverizzate o delle unghie dell'uomo. 
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Gli amminoacidi 


& Protein Architecture Amino Acids Le proteine sono polime- 
ri di amminoacidi in cui ogni residuo amminoacidico è 
unito a quello vicino da uno specifico tipo di legame co- 
valente. (Il termine “residuo” sottolinea la perdita degli 
elementi di una molecola di acqua quando un amminoa- 
cido si unisce a un altro.) Le proteine possono essere idro- 
lizzate nei loro amminoacidi costituenti in molti modi; i 
primi studi sulle proteine si focalizzarono proprio sugli 
amminoacidi liberi da esse ottenuti. Il primo amminoa- 
cido a essere scoperto, dei venti che costituiscono le pro- 
teine, fu l’asparagina, nel 1806; l’ultimo è stata la treoni- 
na, nel 1938. Tutti gli amminoacidi hanno nomi comuni, 
in alcuni casi derivanti dalla fonte da cui sono stati isola- 
ti per la prima volta. Easparagina fu trovata per la prima 
volta negli asparagi e il glutammato nel glutine del gra- 
no; la tirosina fu isolata per la prima volta dal formaggio 
(infatti il suo nome deriva dal greco tyrés, formaggio); alla 
glicina (dal greco glykés, dolce) fu assegnato questo nome 
per il suo sapore dolce. 


e Gliamminoacidi hanno proprietà strutturali comuni 

Tutti i 20 amminoacidi presenti nelle proteine sono a-am- 
minoacidi. Essi hanno un gruppo carbossilico e un gruppo 
amminico legati allo stesso atomo di carbonio (il carbonio a) 
(Figura 3.2), e differiscono l’uno dall’altro per la catena 
laterale, o gruppo R, che si differenzia per struttura, di- 
mensioni e carica, e quindi influenza anche la solubilità 
dell'’amminoacido nell'acqua. In aggiunta a questi 20 am- 
minoacidi ne esistono altri meno comuni. Alcuni di questi 
sono residui che subiscono modificazioni dopo essere sta- 
ti inseriti nelle proteine; altri sono amminoacidi presenti 
nell’organismo ma che non fanno parte delle proteine. A 
ogni amminoacido presente nelle proteine è stata assegna- 
ta un’abbreviazione a tre lettere e un simbolo a una lettera 
(Tabella 3.1), utilizzati per indicare le sequenze e le com- 
posizioni in amminoacidi delle proteine. 


SÒ Il codice a tre lettere è di facile interpretazione, 


perché consiste delle prime tre lettere del nome inglese 
dell'’amminoacido. Il codice a una lettera fu introdotto da 
Margaret Oakley Dayoff, considerata dai più come il fon- 
datore della bioinformatica. Il codice a una lettera è stato 
introdotto al tempo dei computer a scheda perforata per 
rispondere alla necessità di ridurre le dimensioni dei file 
usati per le sequenze amminoacidiche. I simboli possono 
essere abbastanza facilmente memorizzati e forse le se- 
guenti considerazioni possono aiutare lo studente. Per sei 


Figura 3.2 Struttura generale di 
un amminoacido. Questa struttura 

è comune a tutti gli a-amminoacidi, 
tranne uno (la prolina, un amminoacido 
ciclico, è l'eccezione.) Il gruppo R (o 
catena laterale, in color viola) è legato 
al carbonio a (in grigio) ed è diverso in 
ogni amminoacido. 
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amminoacidi (CHIMSV) vie- 
ne usata come simbolo la pri- 
ma lettera del nome inglese 
dell’amminoacido, che è uni- 
ca e non presente come prima 
lettera nei nomi di altri ammi- 
noacidi. Per altri cinque am- 
minoacidi (AGLPT) la prima 
lettera non è unica ed è sta- 
ta assegnata agli amminoaci- 
di più comuni nelle proteine 
(per esempio la leucina è più 
comune della lisina). Per altri 
quattro amminoacidi i simboli 
a una lettera sono stati proposti sulla base di suggestioni 
fonetiche (RFYW: aRginine, Fenilalanine, tYrosine, tWip- 
tophan). Per altri quattro amminoacidi (DNEQ) il compi- 
to è stato più difficile. Le lettere scelte sono state in qual- 
che modo suggerite dai rispettivi nomi (asparDic, aspara- 
giNe, glutamEke, Q-tamine). Rimaneva solo la lisina. Tra 
le poche lettere dell’alfabeto che rimanevano fu scelta la 
K, perché nell’alfabeto è la più vicina alla L. 


Margaret 0akley Dayhoff 
(1925-1983) 


In tutti icomuni amminoacidi, eccettuata la glicina, il 
carbonio a è legato a quattro gruppi differenti: un gruppo 
carbossilico, un gruppo amminico, un gruppo R, e un ato- 
mo di idrogeno (Figura 3.2; nella glicina il gruppo R è un al- 
tro atomo di idrogeno). Il carbonio a è dunque un centro 
chirale (pagina 16). A causa della disposizione tetraedrica 
degli orbitali di legame, i quattro gruppi differenti possono 
disporsi nello spazio in due modi diversi, quindi per ogni 
amminoacido sono possibili due stereoisomeri. Essendo im- 
magini speculari l’una dell'altra non sovrapponibili (Figu- 
ra 3.3), le due forme rappresentano una classe di stereoiso- 
meri detti enantiomeri (vedi la Figura 1.20). Tutte le mole- 
cole con un centro chirale sono anche otticamente attive, 
cioè ruotano il piano della luce polarizzata (vedi il Box 1.2). 


SÒ Possono essere usate due convenzioni per identifica- 


re gli atomi di carbonio degli amminoacidi, che però qual- 
che volta generano confusione. Gli atomi di carbonio dei 
gruppi R vengono in genere indicati con le lettere greche 
B, y, è, €, e così via, a partire dall’atomo di carbonio a. Per 
la maggior parte delle molecole organiche, gli atomi di car- 
bonio vengono numerati semplicemente a partire da un’e- 
stremità della molecola, dando la priorità (C-1) al carbo- 
nio col sostituente che contiene l’atomo a maggior nume- 
ro atomico. Secondo quest’ultima convenzione, l'atomo di 
carbonio del carbossile di un amminoacido sarebbe il C-1, 
e il carbonio a sarebbe il C-2. 


1 î_ 8 2° 3 6 
—00C e CH, — CH — CHy CHa 
+NHg +NHg 
Lisina 


Il sistema che utilizza le lettere dell'alfabeto greco crea am- 
biguità per gli amminoacidi con residui eterociclici, per i 
quali è più adatto il sistema di numerazione. Per le catene 
laterali ramificate, gli atomi di carbonio equivalenti (lega- 
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(a) L-Alanina p-Alanina 
CO” COO” 
+ i i + 
HsN— CH H— C-NHy 
CH, CH, 
(b) L-Alanina p-Alanina 
COO” COO7 
+ | | + 
HgN— E Lt ae. 
CHg CHz 
(c) L-Alanina p-Alanina 


Figura 3.3 Stereoisomeria degli a-amminoacidi. (a) | due 
stereoisomeri dell'alanina, L- e p-alanina, sono immagini speculari 
non sovrapponibili l'una rispetto all'altra (enantiomeri). (b, c) Le 

due diverse convenzioni che descrivono la configurazione nello 
spazio degli stereoisomeri. Nelle formule in prospettiva (b) i legami 
cuneiformi solidi si proiettano sopra il piano del foglio, mentre i 
legami indicati da un cuneo tratteggiato puntano sotto il piano 

del foglio. Nelle formule di proiezione (c) si assume che i legami 
orizzontali si proiettino sopra il piano, quelli verticali sotto il piano del 
foglio. Le formule di proiezione vengono spesso usate senza riferirsi a 
specifiche configurazioni stereochimiche. 


ti allo stesso atomo di carbonio) vengono indicati da lette- 
re greche seguite da numeri. Per esempio, la leucina pos- 
siede due atomi di carbonio è; e è, (vedi la struttura nel- 
la Figura 3.5). 


È stato sviluppato uno speciale sistema di nomencla- 
tura per specificare la configurazione assoluta dei quat- 
tro sostituenti degli atomi di carbonio asimmetrici. La con- 
figurazione assoluta di zuccheri e amminoacidi semplici 
viene stabilita con il sistema D, L (Figura 3.4), basato sulla 
configurazione assoluta dello zucchero a tre atomi di car- 
bonio gliceraldeide, una convenzione proposta da Emil Fi- 
scher nel 1891. (A quel tempo Fischer sapeva quali erano 
i gruppi che circondavano il carbonio asimmetrico della 
gliceraldeide, ma poteva solo supporre quale fosse la sua 
configurazione assoluta; l’analisi della diffrazione dei rag- 
gi X dei composti cristallini ha poi confermato le previsio- 
ni di Fischer.) Per tutti i composti chirali, gli stereoisome- 
ri che hanno configurazioni correlate alla L-gliceraldeide 
sono designati con la lettera L; gli stereoisomeri correlati 
alla p-gliceraldeide sono indicati con la lettera p. I gruppi 
funzionali della L-alanina vengono appaiati a quelli della 
L-gliceraldeide, allineando quelli che possono essere inter- 
convertiti tramite una semplice reazione chimica in una 
singola tappa. Quindi il gruppo carbossilico della 1-alani- 
na occupa la stessa posizione intorno all’atomo di carbo- 
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nio chirale del gruppo aldeidico nella 1-gliceraldeide, in 
quanto il gruppo aldeidico può essere facilmente conver- 
tito (ossidato) in un gruppo carbossilico. Storicamente una 
nomenclatura simile D ed L era stata usata per indicare l’at- 
tività ottica delle molecole levogire (che ruotano il piano 
della luce polarizzata verso sinistra) e destrogire (che ruo- 
tano il piano della luce polarizzata verso destra). Non tutti 
gli r-amminoacidi sono levogiri e la convenzione mostra- 
ta nella Figura 3.4 cerca solo di evitare ambiguità a livel- 
lo della configurazione assoluta. Nella convenzione di Fi- 
scher, Le D si riferiscono soltanto alla configurazione asso- 
luta dei quattro sostituenti attorno a un carbonio chirale 
e non alle proprietà ottiche della molecola. 

Un altro sistema usato per indicare la configurazione 
intorno a un centro chirale è il sistema RS, che è usa- 
to nella nomenclatura sistematica della chimica organica; 
questo metodo descrive in modo più accurato la configu- 
razione di molecole organiche con più di un centro chira- 
le (vedi pagina 19). 


e residui amminoacidici delle proteine sono tutti 

stereoisomeri L 
Quasi tutti i composti biologici con un centro chirale sono 
presenti in natura soltanto in una forma stereoisomerica, 
Lo p. I residui degli amminoacidi nelle molecole protei- 
che sono tutti stereoisomeri L. Gli amminoacidi della serie 
D sono presenti solo in pochi peptidi, solitamente piccoli, 
come quelli della parete cellulare dei batteri, e in qualche 
peptide con funzione di antibiotico. 

È degno di nota che tutti i residui amminoacidici delle 
proteine abbiano la configurazione assoluta L. Quando nel- 
le reazioni chimiche ordinarie si formano composti chirali, 
si ottiene sempre una miscela racemica contenente isomeri 
D ed L, che sono difficilmente distinguibili e separabili con 
tecniche chimiche. Ma negli organismi viventi gli isomeri D 
edL sono diversi come la mano destra e la mano sinistra. La 
formazione di strutture stabili e ripetitive come quelle che 
si osservano nelle proteine (Capitolo 4) richiede in genere 


!CHO CHO 
7 U 
HO=°C-=H H- C--0H 
3CH ,0H CH,0H 


L-Gliceraldeide p-Gliceraldeide 


COO COO 7 
+ i î 
H,N- C—-H H= C=NH; 
CH, CH; 
L-Alanina p-Alanina 


Figura 3.4 Relazione sterica tra gli stereoisomeri dell’alanina 
e la configurazione assoluta della L- e della p-gliceraldeide. In 
queste formule in prospettiva gli atomi di carbonio sono allineati 
in senso verticale, con l'atomo chirale al centro. Gli atomi di 
carbonio sono numerati a partire dal gruppo aldeidico o dal gruppo 
carbossilico posto a un'estremità (in rosso) e procedendo dall'alto 
in basso verso l'estremità della molecola (da 1 a 3). Con questo tipo 
di rappresentazione il gruppo R dell'amminoacido (in questo caso 
il gruppo metilico dell'alanina) è sempre sotto il carbonio a. Gli 
L-amminoacidi hanno il gruppo a-amminico sulla sinistra, mentre i 
p-amminoacidi hanno il gruppo a-amminico sulla destra. 
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che gli amminoacidi appartengano tutti alla stessa serie ste- 
reochimica. Le cellule sono in grado di sintetizzare specifi- 
camente l’isomero L degli amminoacidi in quanto i siti atti- 
vi degli enzimi sono asimmetrici e le reazioni che essi cata- 
lizzano sono quindi stereospecifiche. 


e Gliamminoacidi possono essere classificati in base al loro 
gruppo R 

Per poter intraprendere lo studio della biochimica è essen- 
ziale conoscere le proprietà chimiche degli amminoacidi 
più comuni. Questo argomento può essere semplificato, rag- 
gruppando gli amminoacidi in cinque classi principali, sulla 
base delle proprietà dei gruppi R (Tabella 3.1), utilizzando 
in particolare la loro polarità, cioè la tendenza a interagire 
con l’acqua a pH fisiologico (intorno a 70). I gruppi R hanno 
una polarità molto variabile, da quelli non polari e idrofobi- 
ci (insolubili in acqua), fino a quelli altamente polari e idro- 
filici (solubili in acqua). Alcuni amminoacidi, come la glici- 
na, l’istidina e la cisteina, sono difficilmente caratterizzabili 
o non si adattano bene a nessun gruppo. Questi amminoaci- 
di sono ugualmente stati assegnati a determinati gruppi in 
a base ragionamenti piuttosto che a criteri assoluti. 
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Le strutture dei 20 amminoacidi più comuni sono mo- 
strate nella Figura 3.5, mentre alcune delle loro proprietà 
sono elencate nella Tabella 3.1. All’interno di ciascun grup- 
po troviamo amminoacidi con diverse gradazioni di pola- 
rità, grandezza e forma dei gruppi R. 


Gruppi R alifatici non polari I gruppi R di questa clas- 
se di amminoacidi sono non polari e quindi idrofobici. Le 
catene laterali di alanina, valina, leucina e isoleucina 
tendono a raggrupparsi all’interno delle proteine, stabi- 
lizzando la struttura proteica tramite interazioni idrofo- 
biche. La glicina ha la struttura più semplice ed anche se 
si raggruppa più facilmente con gli amminoacidi non po- 
lari la sua minuscola catena laterale non contribuisce alla 
formazione di interazioni idrofobiche. La metionina, uno 
dei due amminoacidi contenenti zolfo, ha un gruppo tio- 
etere non polare nella sua catena laterale. La prolina ha 
una catena laterale alifatica con una caratteristica strut- 
tura ciclica. Il gruppo amminico secondario (imminico) 
dei residui di prolina è mantenuto in una conformazione 
rigida, che riduce la flessibilità strutturale delle regioni 
polipeptidiche in cui è presente la prolina. 


BM Tabella 3.1 Proprietà e simboli convenzionali degli amminoacidi comuni presenti nelle proteine 
Valori di pK, 


Abbreviazione/ pKi pK: pKr pI (punto Indice Presenza 
Amminoacido simbolo M,* (—C00H) (—NH;) (gruppo R) isoelettrico) idropatico* nelle proteine (%)* 
Gruppi R alifatici, non polari 
Glicina Gly G 75 2,34 9,60 5,97 -0,4 72 
Alanina Ala A 89 2,34 9,69 6,01 1,8 78 
Prolina Pro P 115 1,99 10,96 6,48 -1,6 5,2 
Valina Val V 117 2,32 9,62 5,97 4,2 6,6 
Leucina Leu L 131 2,36 9,60 5,98 3,8 9A 
Isoleucina Ile I 131 2,36 9,68 6,02 4,5 5,3 
Metionina Met M 149 2,28 9,21 5,74 159 2,3 
Gruppi R aromatici 
Fenilalanina Phe F 165 1,83 9,13 5,48 2,8 3,9 
Tirosina Tyr x 181 2,20 911 10,07 5,66 -1,3 3,2 
Triptofano Trp W 204 2,38 9,39 5,89 -0,9 14 
Gruppi R polari, non carichi 
Serina Ser S 105 2,21 9,15 5,68 -0,8 6,8 
Treonina Thr T 119 2,11 9,62 5,87 -0,7 5,9 
Cisteina$ Cys C 121 1,96 10,28 8,18 5,07 2,5 1,9 
Asparagina Asn N 132 2,02 8,80 5,41 -3,5 4,3 
Glutammina Gln Q 146 2,17 9,13 5,65 -3,5 4,2 
Gruppi R carichi positivamente 
Lisina Lys K 146 2,18 8,95 10,53 9,74 -3,9 5,9 
Istidina His H 155 1,82 9,17 6,00 7,59 -3,2 2,3 
Arginina Arg R 174 2,17 9,04 12,48 10,76 4,5 5,1 
Gruppi R carichi negativamente 
Aspartato Asp D 133 1,88 9,60 3,65 2,77 -3,5 5,3 
Glutammato Glu E 147 2,19 9,67 4,25 3,22 -3,5 6,3 


"I valori di M, si riferiscono alle strutture mostrate nella Figura 3.5. (Gli elementi dell’acqua (M, 18) non vengono inclusi quando l’amminoacido è incorporato 


in un polipeptide. 


*Un valore che combina idrofobicità e idrofilicità dei gruppi R e si riferisce all’energia libera di trasferimento (AG) della catena laterale dell’amminoacido da 
un solvente idrofobico all'acqua. Il trasferimento è favorito (AG <0; valore negativo dell’indice idropatico) per le catene laterali degli amminoacidi carichi o po- 
lari, ed è sfavorito (AG > 0; valore positivo dell’indice idropatico) per le catene laterali degli amminoacidi non polari o idrofobici. Vedi il Capitolo 11. Tratta da 
Kyte, J. e Doolittle, R.F. (1982) A simple method for displaying the hydropathic character of a protein. J. Mol. Biol. 157, pp. 105-132. 

* Presenza media in più di 1150 proteine. Tratto da Doolittle, R.F. (1989) Redundancies in protein sequences. In Prediction of Protein Structure and the Principles 
of Protein Conformation (Fasman, G.D., a cura di), pp. 599-623, Plenum Press, New York. 

$ Anche se ha un indice idropatico positivo, la cisteina viene generalmente classificata come polare, per la capacità del suo gruppo sulfidrilico di comportarsi da 


acido debole e formare un debole legame idrogeno con l’ossigeno o l’azoto. 
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indi lai Gruppi R carichi negativamente 
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SI: HsN— ana COO” ‘ali 
CH CH; H3N— Dini H3N-C-H 
Cc H CH: CH 
= 4 Sz î 2 2 2 
b e 
A COO (He 
HoN (0) COO7 
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Figura 3.5 120 amminoacidi comuni presenti nelle proteine. 

Le formule di struttura mostrano lo stato ionizzato, che prevale a pH 
7,0. La parte non ombreggiata della struttura è comune a tutti gli 
amminoacidi; le porzioni ombreggiate in rosa sono i gruppi R. Anche 
se il gruppo R dell'istidina è mostrato in una forma priva di carica, 


Gruppi R aromatici Itre amminoacidi fenilalanina, 
tirosina e triptofano, con le loro catene laterali aroma- 
tiche, sono relativamente non polari (idrofobici). Tutti 
e tre possono intervenire nelle interazioni idrofobiche. 
Il gruppo ossidrilico della tirosina può formare legami 
idrogeno, ed è un gruppo funzionale importante in alcu- 
ni enzimi. La tirosina e il triptofano sono sensibilmente 
più polari della fenilalanina, per la presenza del gruppo 
ossidrilico nella tirosina e dell'atomo di azoto nell’anello 
indolico del triptofano. 

Il triptofano e la tirosina, e in misura minore la feni- 
lalanina, assorbono la luce ultravioletta (Figura 3.6; vedi 
anche il Box 3.1). Questo spiega il caratteristico assorbi- 
mento della luce della maggioranza delle proteine a una 


il suo valore di pK, (vedi la Tabella 3.1) è tale da far sì che una parte 
piccola ma significativa di questi gruppi possieda una carica positiva 
a pH 7,0. La forma protonata dell'istidina è mostrata al di sopra del 
grafico della Figura 3.12b. 


lunghezza d’onda di 280 nm, una proprietà sfruttata dai 
ricercatori per la caratterizzazione di queste molecole. 


Gruppi R polari, non carichi I gruppi R di questi am- 
minoacidi sono molto più solubili in acqua, o più idrofili- 
ci, di quelli degli amminoacidi non polari, perché conten- 
gono gruppi funzionali che formano legami idrogeno con 
l’acqua. Questa classe di amminoacidi comprende la seri- 
na, la treonina, la cisteina, l’asparagina e la glutammi- 
na. La polarità della serina e della treonina è dovuta al lo- 
ro gruppo ossidrilico, mentre quella dell’asparagina e del- 
la glutammina ai loro gruppi ammidici. La cisteina è un 
caso particolare poiché la sua polarità, a cui contribuisce 
il suo gruppo sulfidrilico, è abbastanza modesta. La cistei- 
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Figura 3.6 Assorbimento della luce ultravioletta da parte degli 
amminoacidi aromatici. Confronto tra gli spettri di assorbimento della 
luce degli amminoacidi aromatici triptofano, tirosina e fenilalanina a 
pH 6,0. Gli amminoacidi si trovano alla stessa concentrazione (1073 m) e 
nelle stesse condizioni. L'assorbimento della luce da parte del triptofano 
è circa quattro volte più elevato di quello della tirosina a una lunghezza 
d'onda di 280 nm. Notate che il massimo di assorbimento della luce del 
triptofano e della tirosina è circa a 280 nm. L'assorbimento della luce 

da parte della fenilalanina contribuisce in minor misura alle proprietà 
spettroscopiche delle proteine. 


na è un acido debole, per cui può formare legami idrogeno 
deboli con l’ossigeno e con l’azoto. 

Pasparagina e la glutammina sono ammidi di altri due 
amminoacidi presenti nelle proteine, rispettivamente l’a- 
spartato e il glutammato, in cui le due ammidi possono es- 
sere convertite mediante blanda idrolisi acida o basica. La 
cisteina è facilmente ossidabile e forma, mediante un le- 
game covalente, un dimero chiamato cistina, in cui i due 
monomeri sono uniti da un ponte disolfuro (Figura 3.7). 


Box 3.1 METO! )I Assorbimento della luce da parte delle molecole: la legge di Lambert-Beer 


Un gran numero di biomolecole assorbe la luce a una 
lunghezza d’onda caratteristica, come il triptofano che as- 
sorbe la luce a 280 nm (Figura 3.6). La misura dell’assor- 
bimento della luce con uno spettrofotometro è utilizzata 
per identificare le molecole e per valutare la loro concen- 
trazione in soluzione. La frazione della luce incidente a 
una data lunghezza d’onda che viene assorbita da una 
soluzione è proporzionale allo spessore della soluzione 
(cammino ottico) e alla concentrazione della specie chi- 
mica che assorbe la luce (Figura 1). Queste due relazioni 
sono combinate nella legge di Lambert-Beer 
log Ù = ecl 

dove Ip è l'intensità della luce incidente, I è l’intensità 
della luce trasmessa, il rapporto I/I, (l'inverso del rap- 
porto nell’equazione) è la trasmittanza, £ è il coefficiente 
di estinzione molare (misurato in litri per mole-centime- 
tro), c è la concentrazione delle specie che assorbono la 
luce (in moli per litro), ed {| è la lunghezza del cammino 
ottico (in centimetri) del campione che assorbe la luce. 
La legge di Lambert-Beer assume che la luce incidente 
sia parallela e monocromatica (di una sola lunghezza 


d’onda) e che le molecole di soluto e di solvente siano 
orientate in modo casuale. Lespressione log (1/1) viene 
detta assorbanza e indicata con A. 

È importante notare che ogni millimetro successivo di 
cammino ottico della soluzione assorbente, in una cella di 
1 cm, non assorbe una quantità di luce costante, ma una 
frazione costante della luce incidente. Ad ogni modo, con 
un cammino ottico di una data lunghezza, l’assorbanza, A, 
è direttamente proporzionale alla concentrazione del soluto. 
Il coefficiente di estinzione molare varia con la natura 
chimica del composto, con il solvente, con la lunghezza 
d’onda e anche con il pH, se la specie che assorbe la luce 
è in equilibrio con uno stato di ionizzazione che ha dif- 
ferenti proprietà di assorbimento della luce. 


Figura 1 |principali componenti di uno spettrofotometro. Una 
fonte luminosa emette luce con una vasta gamma di lunghezze 
d'onda; il monocromatore sceglie e trasmette una luce di una 
particolare lunghezza d'onda. La luce monocromatica passa 
attraverso il campione, posto in una vaschetta (cuvetta) con un 
cammino ottico definito I. L'assorbanza del campione, pari a log 
(ln/l), è proporzionale alla concentrazione di una specifica specie 
molecolare. La luce trasmessa viene misurata da un registratore. 


Io, J, ’ 
intensità intensità 
della luce della luce 
se ( ; incidente trasmessa r- 
\ DI | AVAVAVA: A=|0012 
iL ——_._ Ù 
Lampada Monocromatore | Registratore 


Cuvetta contenente 
c moli/litro della specie molecolare 
che assorbe la luce 
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Figura 3.7 Formazione reversibile di un ponte disolfuro per 
ossidazione di due molecole di cisteina. | ponti disolfuro tra residui 
di Cys stabilizzano la struttura di molte proteine. 


I residui di cisteina uniti da un ponte disolfuro sono mol- 
to idrofobici (non polari). Ponti disolfuro sono presenti in 
molte proteine e ne stabilizzano la struttura, formando un 
legame covalente tra parti di una stessa proteina o tra due 
proteine diverse. 


Gruppi R carichi positivamente (basici) Igruppi R più 
idrofilici sono quelli che contengono cariche nette sia po- 
sitive sia negative. Gli amminoacidi che hanno una catena 
laterale con una carica netta positiva a pH 70 sono: la li- 
sina, che ha un secondo gruppo amminico primario nella 
posizione £ della sua catena alifatica, l’arginina, che ha un 
gruppo guanidinico carico positivamente, e l’istidina, che 
contiene un gruppo imidazolico aromatico. L’istidina è l’u- 
nico amminoacido delle proteine ad avere una catena late- 
rale ionizzabile con un pK, vicino alla neutralità; a pH 7 l’i- 
stidina può essere carica positivamente o pressoché priva 
di carica. In molte reazioni catalizzate da un enzima i re- 
sidui di His facilitano la reazione agendo da donatori o da 
accettori di protoni. 


Gruppi R carichi negativamente (acidi) I due ammi- 
noacidi che hanno gruppi R con una carica negativa net- 
ta a pH 70 sono l’aspartato e il glutammato, ognuno dei 
quali ha un secondo gruppo carbossilico. 


e Gliamminoacidi non comuni possono avere delle funzioni 
importanti 

Oltre ai 20 amminoacidi comuni, le proteine possono 
contenere dei residui amminoacidici, formati per modi- 
ficazione chimica dei residui già incorporati in un poli- 
peptide (Figura 3.8a). Tra questi vi sono per esempio la 
4-idrossiprolina, un derivato della prolina, e la 5-idros- 
silisina, un derivato della lisina. La prima si trova nelle 
proteine della parete cellulare delle cellule vegetali ed en- 
trambe si trovano nel collagene, proteina fibrosa del tessu- 
to connettivo. La 6-N-metillisina si trova nella miosina, 
una proteina contrattile del muscolo. Un altro importan- 
te amminoacido non comune è il y-carbossiglutamma- 
to, presente nella protrombina, una proteina che parteci- 
pa al processo di coagulazione del sangue, e in altre pro- 
teine che legano il calcio per svolgere le loro funzioni me- 
taboliche. Molto più complesso è l’amminoacido non co- 
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mune desmosina, un derivato di quattro residui di lisina 
presente nella proteina fibrosa elastina. 

La selenocisteina è un caso speciale. Questo residuo 
amminoacidico raro viene introdotto nelle proteine du- 
rante la sintesi e non è dovuto ad una modificazione chi- 
mica post-sintetica. Esso contiene selenio al posto dell’a- 
tomo di zolfo della cisteina. In realtà deriva dalla serina ed 
è un costituente di un numero limitato di proteine note. 

Alcuni residui amminoacidici possono essere modifi- 
cati transitoriamente nelle proteine, per regolarne la fun- 
zione. L'aggiunta di gruppi fosforici, metilici, acetilici, ade- 
nililici, ADP ribosilici, o di altri gruppi ancora, a particola- 
ri amminoacidi può aumentare o diminuire l’attività del- 
le proteine (Figura 3.8b). La fosforilazione è una modifi- 
cazione molto comune. La modificazione covalente delle 
proteine come strategia di regolazione è discussa in detta- 
glio nel Capitolo 6. 

Nelle cellule sono stati identificati altri 300 amminoaci- 
di circa. Essi hanno varie funzioni ma non sono costituenti 
delle proteine. Lornitina e la citrullina (Figura 3.8c) me- 
ritano speciale attenzione in quanto sono intermedi fon- 
damentali (metaboliti) nella biosintesi dell’arginina (Ca- 
pitolo 22) e nel ciclo dell’urea (Capitolo 18). 


e Gliamminoacidi possono comportarsi da acidi 
e da basi 

I gruppi amminici e i gruppi carbossilici degli amminoa- 
cidi, insieme con i gruppi R ionizzabili di alcuni di essi, si 
comportano come acidi e basi deboli. Quando un ammi- 
noacido che non possiede un gruppo R ionizzabile viene 
sciolto in acqua a pH neutro, esso esiste in soluzione sotto 
forma di ione dipolare, o zwitterione (dal tedesco, “ione 
ibrido”), e può comportarsi come acido o come base (Figu- 
ra 3.9). I composti che hanno questa doppia natura (acido- 
base) sono detti anfoterici e spesso sono chiamati anfoli- 
ti (da “elettroliti anfoterici”). Un semplice a-amminoacido 
monoammino monocarbossilico, come l’alanina, quando è 
completamente protonato, è un acido diprotico, in quanto 
possiede due gruppi funzionali che possono cedere proto- 
ni: il gruppo —COOH e il gruppo —NH?. 


Cotta 

R_C_C00H - r-c—c00- + R_0_c007 
Carica *NHs *NH; NH, 
netta: +1 0 -1 


e Gliamminoacidi hanno curve di titolazione 
caratteristiche 

La titolazione acido-base comporta la graduale aggiunta 0 
rimozione di protoni a gruppi funzionali ionizzabili (Capi- 
tolo 2). La Figura 3.10 mostra la curva di titolazione della 
forma diprotica della glicina. I due gruppi ionizzabili della 
glicina, il gruppo carbossilico e il gruppo amminico, ven- 
gono titolati con una base forte, come PNaOH. La curva di 
titolazione mostra due fasi distinte, corrispondenti ai due 
differenti gruppi titolabili della glicina. Ciascuna fase as- 
somiglia alla curva di titolazione di un acido monoprotico, 
come l’acido acetico (vedi la Figura 2.17), e può essere ana- 
lizzata allo stesso modo. A pH bassi prevale la forma com- 
pletamente protonata *H:3N—CH,—COOH della glicina. 


CAPITOLO 3 


86 Amminoacidi, peptidi e proteine 


4-Idrossiprolina 


4 
H3N—CH,— CH— CHy— CH, cH CO07 
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5-Idrossilisina 
CHg —NH— CHs — CHo — CHa — CHo pr COO7 
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*NH3 
(a) Selenocisteina 


Figura 3.8 Amminoacidi non comuni. (a) Alcuni 
amminoacidi non comuni, presenti in alcune proteine. Tutti 
derivano dagli amminoacidi comuni; i gruppi funzionali 

in più sono aggiunti alla molecola mediante reazioni di 
modificazione e sono mostrati in rosso. La desmosina si forma 
da quattro residui di lisina (i quattro scheletri di carbonio sono 
ombreggiati in rosa). Si noti che nei nomi di queste strutture 
sono stati usati sia i numeri sia le lettere dell'alfabeto greco per 
identificare gli atomi di carbonio modificati. (b) Modificazioni 
amminoacidiche reversibili, coinvolte nella regolazione 
dell'attività delle proteine. La fosforilazione è il tipo più 
comune di modificazione finalizzata alla regolazione. (c) 
L'ornitina e la citrullina, che non si trovano nelle proteine, sono 
intermedi nella biosintesi dell'arginina e nel ciclo dell'urea. 
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Nella prima fase della titolazione, il gruppo -COOH della 
glicina perde il suo protone. Nel punto di mezzo di questa 
fase, si hanno delle concentrazioni equimolari delle due 
forme, protonata (*4H:N—CH,—C00H) e non protonata 
(*#H:3N—CH,—C007). Come accade durante la titolazione 
di qualsiasi acido debole, il punto di flesso viene raggiun- 
to esattamente al punto di mezzo della titolazione, il pun- 


to a cui il pH è uguale al pK, del gruppo che viene titolato 
(vedi la Figura 2.18). Per la glicina il pH al punto di mezzo 
è 2,34, quindi il suo gruppo — COOH ha un pK, (indicato 
come pK; nella Figura 3.10) di 2,34. (Si ricordi che, come 
si è detto nel Capitolo 2, pH e pK, sono due modi più sem- 
plici di indicare rispettivamente la concentrazione proto- 
nica e la costante di equilibrio della reazione di ionizza- 
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ù Ù 
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Figura 3.9 Forme non ioniche e zwitterioniche degli 
amminoacidi. La forma non ionica non è presente in quantità 
significativa in soluzione acquosa. Lo zwitterione predomina a pH 
neutro. Uno zwitterione può comportarsi da acido (donatore di 
protoni), ma anche da base (accettore di protoni). 


zione. Il pK, può anche essere considerato come una mi- 
sura della tendenza di un gruppo a cedere il protone, che 
diminuisce di dieci volte per ogni aumento di una unità 
del pH). Man mano che la titolazione procede, si raggiun- 
ge un altro punto importante a pH 5,97 Qui si può osser- 
vare un altro punto di flesso, a cui corrisponde la rimozio- 
ne quasi completa del primo protone, mentre la rimozio- 
ne del secondo è appena cominciata. È questo il punto in 
cui la glicina si trova nella sua forma dipolare (zwitterio- 
ne) *5H:N—CH,—CO00O. Ritorneremo fra breve sul signi- 
ficato di questo punto di flesso della curva di titolazione 
(indicato con pI nella Figura 3.10). 

La seconda fase della titolazione corrisponde alla ri- 
mozione di un protone dal gruppo —NH} della glicina. 
Il pH corrispondente al punto di mezzo di questa fase 
della titolazione è 9,60 e corrisponde al pK, (indicato co- 
me pK; nella Figura 3.10) del gruppo —NH;. La titola- 
zione è essenzialmente completa a pH 12, che corrispon- 
de al pH al quale la forma predominante della glicina è 
H,N—CH;—C007%. 

Dalla curva di titolazione della glicina possiamo rica- 
vare alcune importanti informazioni. Innanzitutto, essa ci 
fornisce una misura quantitativa dei valori di pK, dei due 
gruppi ionizzabili: 2,34 per il gruppo —COOH e 9,60 per 
il gruppo —NH?. Si noti che il gruppo carbossilico della 
glicina è circa 100 volte più acido (più facilmente ionizza- 
bile) del gruppo carbossilico dell'acido acetico, che come 
abbiamo già visto nel Capitolo 2 ha un pK, di 4,76, un va- 
lore corrispondente al valore medio di pK, dei gruppi car- 
bossilici legati a una catena alifatica. Il valore più basso 
del pK, della glicina è dovuto alla repulsione tra il proto- 
ne uscente e la vicina carica positiva del gruppo amminico 
anch'esso legato al carbonio a, come descritto nella Figura 
3.11. Le cariche opposte sullo zwitterione risultante sono 
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OH” (equivalenti) 


Figura 3.10 Titolazione di un amminoacido. Curva di titolazione 
della glicina 0,1 m a 25 °C. Le specie ioniche predominanti nei punti 
chiave della titolazione sono mostrate sopra il grafico. | riquadri 
ombreggiati, centrati intorno ai valori di pK; = 2,34 e di pK, = 9,60, 
indicano le regioni dove il potere tamponante è maggiore. Si noti che 1 
equivalente di OH" = 0,1 m di NaOH aggiunta. 


stabilizzanti. Analogamente, il pK, del gruppo amminico 
della glicina si sposta verso valori più bassi rispetto al va- 
lore medio di pK, di un gruppo amminico. Questo effetto 
è dovuto in parte agli atomi di ossigeno elettronegativi dei 
gruppi carbossilici, che tendono ad attrarre gli elettroni, 
aumentando la tendenza del gruppo amminico a cedere il 
protone. Quindi il gruppo a-amminico ha un pK, più bas- 
so di quello di un’ammina alifatica, come la metilammi- 
na (Figura 3.11). In breve, il pK, di un gruppo funzionale 
è fortemente influenzato dal suo intorno chimico. Questo 
effetto viene talvolta sfruttato nei siti attivi degli enzimi, 
per favorire reazioni basate su meccanismi che dipendo- 
no da valori modificati dei pK, di gruppi accettori o dona- 
tori di protoni di residui specifici. 

In secondo luogo, osservando la curva di titolazione del- 
la glicina si può dedurre che questo amminoacido ha due re- 
gioni con potere tamponante. Una di queste corrisponde alla 
zona relativamente piatta della curva, che si estende per cir- 
ca 1 unità di pH da ambedue i lati del primo pK, di 2,34, in- 
dicando che la glicina è un buon tampone intorno a questo 
pH. D'altra zona con potere tamponante è centrata intorno a 
pH 9,60 (si noti che la glicina non è un buon tampone in cor- 
rispondenza del pH intracellulare di circa 74 compreso tra i 
due valori di pH in cuila glicina esercita la funzione di tam- 
pone). Fequazione di Henderson-Hasselbalch (pagina 64) 
consente di calcolare la percentuale di glicina che agisce da 
donatore e la percentuale che agisce da accettore di protoni 
necessarie per preparare un tampone a un pH prestabilito. 
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pK, 2 4 6 8 10 12 
Gruppo carbossilico H* H* 
e gruppo amminico J ù 
legati a un gruppo CHz — COOH = CH3 -C007 CH; — NHg a CHz — NHy 
metilico. 
H' H* 
Acido acetico Metilammina 
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I gruppi che hanno cariche opposte 
fanno diminuire il valore della pK, 
stabilizzando lo zwitterione 


Gli atomi di ossigeno 
elettronegativi del gruppo 
carbossilico tendono a sottrarre 
elettroni al gruppo amminico 
abbassando la sua pK, 


Figura 3.11 Effetto dell’intorno chimico sul pK.. | valori di pK, 
dei gruppi ionizzabili della glicina sono più bassi di quelli dei gruppi 
amminici e carbossilici legati a un gruppo metilico. Lo spostamento 
dei pK, verso valori più bassi è dovuto a interazioni intramolecolari. 


e  Dallecurvedititolazione è possibile prevedere 

la carica elettrica degli amminoacidi 

Un'altra importante informazione che è possibile ottene- 
re dalla curva di titolazione di un amminoacido è la rela- 
zione tra la sua carica netta e il pH della soluzione. A pH 
5,97 il punto di flesso tra le due fasi della curva di titola- 
zione, la glicina è presente prevalentemente come forma 
dipolare, ionizzata, ma con carica netta pari a zero (Figu- 
ra 3.10). Il pH caratteristico al quale la carica netta è zero 
si chiama punto isoelettrico, o pH isoelettrico, indicato 
con pI. Per la glicina, che non ha gruppi ionizzabili nella 
sua catena laterale, il punto isoelettrico è semplicemente 
la media aritmetica dei due valori di pK,: 


1 1 
pI = > (PK1 + pKa) = > (2,34 + 9,60) = 5,97 


Come appare evidente dalla Figura 3.10, la glicina ha 
una carica netta negativa a valori di pH superiori a quel- 
lo del suo pI, e quindi in un campo elettrico migrerà ver- 
so il polo positivo (l’anodo). A pH inferiori al valore di 
pI, la glicina ha una carica netta positiva, e migrerà ver- 
so il polo negativo (il catodo). Più il pH di una soluzio- 
ne di glicina è lontano dal suo punto isoelettrico, mag- 
giore sarà la carica netta della popolazione delle moleco- 
le di glicina. Per esempio, a pH 1 la glicina si trova qua- 
si interamente sotto forma di *H})N—CH,—C00H, 
quindi con una carica positiva netta pari a 1. A pH 2,34, do- 
ve esiste una miscela in parti uguali di *H}N—CH,—COOH 
e *H;:N—CH,—C007, la media, o carica netta positiva, è 
0,5. In questo modo è possibile prevedere il valore della ca- 
rica netta di ogni amminoacido a qualunque pH. 


Effetti analoghi possono essere causati da gruppi chimici che si 
trovano l'uno vicino all'altro, come può accadere nel sito attivo di un 
enzima. 


e Gliamminoacidi differiscono perle loro proprietà 
acido-base 

Le proprietà che gli amminoacidi hanno in comune con- 
sentono di fare alcune generalizzazioni circa il loro com- 
portamento acido-base. Innanzitutto, gli amminoacidi con 
un solo gruppo a-amminico, un solo gruppo a-carbossili- 
co e un gruppo R non ionizzabile hanno curve di titolazio- 
ne che ricordano quella della glicina (vedi la Figura 3.10). 
Questo gruppo di amminoacidi ha valori di pK, molto si- 
mili, anche se non identici: il pK del gruppo —COOH ha 
una variabilità tra 1,8 e 2,4 e il pK, del gruppo —NH; ha 
una variabilità tra 8,8 e 11,0 (Tabella 3.1). Le differenze di 
questi valori di pK, riflettono la tipologia dell’intorno chi- 
mico determinato dai loro gruppi R. In secondo luogo, gli 
amminoacidi con un gruppo R ionizzabile hanno curve di 
titolazione più complesse, con tre fasi corrispondenti alle 
tre possibili tappe di ionizzazione; quindi avremo in questi 
casi tre valori di pK,. La terza fase di titolazione del grup- 
po Rionizzabile si sovrappone parzialmente a quella della 
titolazione del gruppo a-carbossilico, a quella della titola- 
zione del gruppo a-amminico, o a entrambe. Nella Figura 
3.12 sono riportate le curve di titolazione di due amminoa- 
cidi rappresentativi di questo gruppo: il glutammato e l’i- 
stidina. I punti isoelettrici di questo gruppo di amminoa- 
cidi riflettono il tipo di gruppo R ionizzabile che è presen- 
te nella molecola. Per esempio, il glutammato ha un pl di 
3,22, considerevolmente più basso di quello della glicina. 
Ciò dipende dalla presenza di due gruppi carbossilici, che 
al punto medio dei loro valori di pK, (3,22) contribuisco- 
no con una carica netta negativa di — 1 che controbilancia 
esattamente la carica netta positiva di +1 del gruppo am- 
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Figura 3.12 Curve di titolazione (a) del glutammato e (b) dell'istidina. pKg indica il valore di pK, del gruppo R. 


minico. Analogamente, il pI dell’istidina, che ha due grup- 
pi carichi positivamente quando sono protonati, è di 759 
(la media tra i valori di pK, dei gruppi amminico e imida- 
zolico), molto più alto di quello della glicina. 

Come già puntualizzato in precedenza, in condizioni di 
completa esposizione all'ambiente acquoso, l’istidina è il so- 
lo amminoacido che ha un gruppo R con pK, di 6,0 e può 
così comportarsi da tampone a un pH vicino alla neutrali- 
tà, condizione che di solito si ritrova nei fluidi intracellula- 
ri ed extracellulari della maggior parte degli animali e dei 
batteri (Tabella 3.1). 


SOMMARIO 3.1 
Gli amminoacidi 

e 120 amminoacidi che si trovano comunemente sotto 
forma di residui nelle proteine contengono un grup- 
po a-carbossilico, un gruppo a-amminico e un gruppo 
R caratteristico di ogni amminoacido. Questi gruppi 
sono legati all’atomo di carbonio a che in tutti gli am- 
minoacidi, eccetto la glicina, è asimmetrico. Quindi gli 
amminoacidi possono esistere in almeno due forme 
stereoisomeriche. 

e Nelle proteine si trovano solo gli stereoisomeri L, che 
hanno una configurazione correlata alla configurazio- 
ne assoluta della L-gliceraldeide. 

e Altri amminoacidi meno comuni possono essere pre- 
senti sia come costituenti delle proteine (generati da 
modificazioni dei residui amminoacidici comuni dopo 
la sintesi proteica) sia come metaboliti liberi. 

e Gli amminoacidi sono classificati in cinque tipi in 
base base alla polarità e alla carica (a pH 7) dei loro 
gruppi R. 

e Gli amminoacidi variano nelle loro proprietà acido-ba- 
se e hanno curve di titolazione caratteristiche. Ammi- 
noacidi monoamminici e monocarbossilici (con grup- 


pi R non ionizzabili) sono acidi diprotici (*H3NCH(R) 
COOH) a basso pH e si trovano in differenti forme 
ioniche a valori maggiori di pH. Gli amminoacidi con 
gruppi R ionizzabili hanno ulteriori specie ioniche a 


seconda del pH dell'ambiente e del pK, del gruppo R. 


I peptidi e le proteine 


Rivolgiamo ora l’attenzione ai polimeri degli amminoaci- 
di, i peptidi e le proteine. I peptidi presenti negli orga- 
nismi viventi hanno dimensioni che variano da due o tre 
residui amminoacidici fino a migliaia di residui. Prende- 
remo ora in esame le proprietà chimiche fondamentali di 
questi polimeri. 


© |peptidisono catene di amminoacidi 

Due molecole di amminoacidi possono unirsi covalente- 
mente mediante un legame ammidico, chiamato legame 
peptidico, formando un dipeptide. Questo tipo di legame 
si genera per eliminazione di una molecola di acqua (dei- 
dratazione) dal gruppo a-carbossilico di un amminoacido 
e dal gruppo a-amminico dell’altro (Figura 3.13). La forma- 
zione del legame peptidico è un esempio di una reazione di 
condensazione, un tipo di reazione comune nelle cellule. In 
condizioni biochimiche standard, l'equilibrio della reazione 
mostrato nella Figura 3.13 favorisce gli amminoacidi rispetto 
al dipeptide. Per rendere la reazione termodinamicamente 
favorevole, il gruppo carbossilico deve essere chimicamen- 
te modificato o attivato in modo che il suo gruppo ossidri- 
lico possa essere eliminato più facilmente. Alla fine di que- 
sto capitolo è descritta una metodica chimica per risolvere 
questo problema. L'importanza “biologica” della formazio- 
ne del legame peptidico è invece trattata nel Capitolo 27 
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Figura 3.13 Formazione di un legame peptidico per 
condensazione. Il gruppo a-amminico di un amminoacido (con il 
gruppo R°) agisce da nucleofilo e reagisce con il gruppo ossidrilico 
del carbossile di un altro amminoacido (con il gruppo R'), formando 
un legame peptidico (ombreggiato in rosa). | gruppi amminici sono 
buoni nucleofili, ma il gruppo ossidrilico non è un buon gruppo 
uscente e non viene facilmente spiazzato. A pH fisiologico la reazione 
mostrata nella figura non avviene a velocità apprezzabile. 


Tre amminoacidi possono essere uniti tra loro median- 
te due legami peptidici, formando un tripeptide; quattro 
amminoacidi generano un tetrapeptide, cinque un penta- 
peptide e così via. Quando il numero degli amminoacidi è 
relativamente piccolo la struttura viene detta oligopepti- 
de; se gli amminoacidi sono invece tanti, il prodotto viene 
chiamato polipeptide. Le proteine possono avere migliaia 
di residui amminoacidici. Anche se i termini “proteina” e 
“polipeptide” sono spesso considerati sinonimi, le moleco- 
le chiamate polipeptidi hanno in genere masse molecolari 
inferiori a 10 000, mentre quelle con pesi molecolari mag- 
giori si chiamano proteine. 

Nella Figura 3.14 è riportata la struttura di un pen- 
tapeptide. Come abbiamo già notato, le unità ammi- 
noacidiche presenti in un peptide sono spesso chia- 
mate residui (ogni residuo è un amminoacido che ha 
perso un protone dal suo gruppo amminico e un os- 
sidrile dal suo gruppo carbossilico). In un pepti- 
de, il residuo amminoacidico con cui termina la ca- 
tena polipeptidica, il residuo amminoterminale 
(N-terminale), ha il gruppo a-amminico libero; il residuo 
all’altra estremità ha un gruppo a-carbossilico libero: è il 
residuo carbossiterminale (C-terminale). 


SI Quando viene mostrata la sequenza di un peptide, 


di un polipeptide o di una proteina, l'estremità ammino- 
terminale viene posta a sinistra e quella carbossilica a de- 
stra. La sequenza amminoacidica si legge da sinistra a de- 
stra, cominciando dall’estremità con il gruppo a-ammi- 
nico libero. 


L’idrolisi del legame peptidico, nonostante sia una 
reazione esoergonica, avviene molto lentamente a cau- 
sa dell’elevata energia di attivazione (vedi pagina 27). Di 
conseguenza, i legami peptidici delle proteine sono abba- 
stanza stabili - la vita media (t,2) è di circa 7 anni - nella 
maggior parte delle condizioni intracellulari. 
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Figura 3.14 Il pentapeptide serilgliciltirosilalanilleucina, 

o Ser-Gly-Tyr-Ala-Leu, o SGYAL. | peptidi vengono denominati a 
partire dal residuo amminoterminale, che per convenzione viene 
posto a sinistra. | legami peptidici sono ombreggiati in rosa e i gruppi 
R colorati in rosso. 


e peptidi possono essere distinti in base alla loro capacità 

di ionizzazione 
I peptidi contengono un solo gruppo a-amminico libero e 
un solo gruppo a-carbossilico libero, posti alle estremità 
della catena (Figura 3.15). Questi gruppi ionizzano come 
quelli degli amminoacidi liberi, anche se le costanti di io- 
nizzazione sono diverse per l'assenza del gruppo con carica 
opposta sul carbonio a. I gruppi a-amminici e a-carbossi- 
lici di tutti gli altri amminoacidi non terminali sono legati 
covalentemente sotto forma di legami peptidici e non pos- 
sono ionizzarsi e contribuire al comportamento acido-base 
dei peptidi. Però i gruppi R di alcuni amminoacidi posso- 
no ionizzarsi (Tabella 3.1) e quindi determinare le carat- 
teristiche acido-base del peptide (Figura 3.15). Il compor- 
tamento acido-base di un peptide può quindi essere pre- 
visto in base ai suoi gruppi a-amminici e a-carbossilici li- 
beri e alla natura dei suoi gruppi R ionizzabili. 

Come gli amminoacidi liberi, i peptidi hanno curve di 
titolazione caratteristiche e uno specifico pH isoelettri- 
co (pI), in corrispondenza del quale non si muovono in 


Glu CH—CH;—CH,—C00- 


Lys CH—CHp—CHg—CHs—CHy—NIl; 
COO” 
Figura 3.15 Alanilglutammilglicillisina. Questo tetrapeptide 


ha un gruppo a-amminico libero, un gruppo a-carbossilico libero e 
due gruppi R ionizzabili. | gruppi ionizzati a pH 7,0 sono in rosso. 
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un campo elettrico. Come vedremo in seguito, queste pro- 
prietà sono utilizzate in alcune delle tecniche usate più 
frequentemente per separare peptidi e proteine. Bisogna 
sottolineare che il valore di pK, di un gruppo R ionizzabi- 
le può modificarsi quando l’amminoacido entra a far par- 
te della struttura di un peptide. La perdita delle cariche 
sui gruppi a-amminici e a-carbossilici, le interazioni con 
altri gruppi R e altri fattori ambientali possono alterare le 
caratteristiche di ionizzazione del gruppo e quindi il suo 
valore di pK,. Nella Tabella 3.1 sono riportati i valori di pK, 
dei gruppi R che possono servire per stabilire l'intervallo di 
pH in cui gli amminoacidi si ionizzano, anche se non pos- 
sono essere direttamente applicati ai peptidi. 


e peptidi biologicamente attivi e i polipeptidi hanno 
dimensioni e composizioni molto variabili 

Non è possibile fare generalizzazioni sul peso molecolare 
dei peptidi biologicamente attivi e delle proteine in rela- 
zione alla loro funzione. I peptidi naturali hanno dimen- 
sioni che vanno da due a molte migliaia di residui. Anche 
i peptidi più piccoli possono avere importanti effetti bio- 
logici, come ad esempio il dipeptide L-aspartil-L-fenilala- 
nina metil estere, un prodotto commerciale meglio cono- 
sciuto come aspartame, usato come dolcificante artificiale. 


19: 
puo fg 
H3N—CH—C—N—CH—C—0CH; 
H 
r-Aspartil-1-fenilalanina metil estere 
(aspartame) 


Molti peptidi di piccole dimensioni svolgono la loro fun- 
zione biologica a concentrazioni molto basse. Per esem- 
pio, un certo numero di ormoni dei vertebrati (Capito- 
lo 23) sono piccoli polipeptidi. Tra questi vi è l’ossitoci- 
na (un peptide di nove residui amminoacidici), che vie- 
ne secreta dalla ghiandola pituitaria posteriore e stimo- 
la la contrazione dell’utero; la bradichinina (nove resi- 
dui) inibisce l'infiammazione a livello dei tessuti; il fat- 


BM Tabella 3.2 Dati molecolari di alcune proteine 


CAPITOLO 3 


Amminoacidi, peptidi e proteine 


tore di rilascio della tireotropina (tre residui), che si for- 
ma nell’ipotalamo e stimola la secrezione di un altro or- 
mone, la tireotropina, dalla ghiandola pituitaria anterio- 
re. Alcuni veleni estremamente tossici dei funghi, come 
l’ammanitina, sono anch'essi piccoli peptidi, come pure 
alcuni antibiotici. 

Quanto sono lunghe le catene polipeptidiche delle pro- 
teine? Come mostra la Tabella 3.2, la lunghezza varia con- 
siderevolmente. Il citocromo c umano contiene 104 resi- 
dui in una singola catena; il chimotripsinogeno bovino ne 
ha 245. La titina, un costituente del muscolo dei vertebra- 
ti, ne possiede circa 27 000 e ha una massa molecolare di 
oltre 3 000 000. Però la grande maggioranza delle catene 
polipeptidiche in natura contiene in genere meno di 2000 
residui amminoacidici. 

Alcune proteine sono costituite da una singola catena 
polipeptidica, mentre altre, chiamate proteine multisubu- 
nità, hanno due o più polipeptidi associati in modo non co- 
valente (Tabella 3.2). Le catene polipeptidiche presenti in 
una proteina multisubunità possono essere identiche o di- 
verse tra loro. Se almeno due sono identiche, la proteina 
viene detta oligomerica e le unità identiche (che possono 
essere costituite da una o più catene polipeptidiche) sono 
chiamate protomeri. Eemoglobina, per esempio, contiene 
quattro subunità polipeptidiche: due catene a identiche e 
due catene f identiche, unite da interazioni non covalenti. 
All’interno della proteina multisubunità ogni subunità a è 
appaiata a una subunità f, e quindi l’emoglobina può esse- 
re considerata sia un tetramero con quattro subunità poli- 
peptidiche sia un dimero di protomeri af. 

Solo un numero limitato di proteine contiene due o 
più catene polipeptidiche unite da legami covalenti. Per 
esempio, le due catene dell’insulina sono unite da pon- 
ti disolfuro. In questi casi i singoli polipeptidi non sono 
più considerati subunità, ma sono indicati semplicemen- 
te come catene (polipeptidiche). 

La composizione amminoacidica delle proteine è mol- 
to variabile. I 20 amminoacidi comuni non sono quasi 
mai distribuiti in eguali proporzioni in una stessa pro- 
teina. Alcuni possono essere presenti una sola volta, 0 
non essere presenti affatto in una specifica proteina; al- 


Numero Numero 
Peso di di catene 
molecolare residui polipeptidiche 
Citocromo c (umano) 12 400 104 1 
Ribonucleasi A (pancreas bovino) 13 700 124 1 
Lisozima (bianco dell’uovo) 14 300 129 1 
Mioglobina (cuore di cavallo) 16 700 153 1 
Chimotripsina (pancreas bovino) 25 200 241 3 
Chimotripsinogeno (bovino) 25 700 245 1 
Emoglobina (umana) 64500 574 4 
Albumina del siero (umana) 66 000 609 1 
Esochinasi (lievito) 107 900 972 2 
RNA polimerasi (E. coli) 450 000 4158 5 
Apolipoproteina B (umana) 513 000 4536 1 
Glutammina sintetasi (E. colî) 619 000 5628 12 
Titina (umana) 2993 000 26926 1 
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MI Tabella 3.3 Composizione in amminoacidi di due proteine 


Citocromo c bovino 


Chimotripsinogeno bovino 


Numero di residui Percentuale Numero di residui Percentuale 
per molecola rispetto per molecola rispetto 

Amminoacido proteica al totale* proteica al totale* 
Ala 6 6 22 9 
Arg 2 2 4 1,6 
Asn 5 5 14 5,7 
Asp 3 3 9 3,7 
Cys 2 2 10 4 
Gln 3 3 10 4 
Glu 9 9 5 2 
Gly 14 13 23 94 
His 3 3 2 0,8 
Ile 6 10 4 
Leu 6 19 78 
Lys 18 17 14 5,7 
Met 2 2 0,8 
Phe 4 4 6 24 
Pro 4 4 3;/ 
Ser 1 1 28 11,4 
Thr 8 8 23 94 
Trp 1 1 8 3,3 
Tyr 4 4 4 1,6 
Val 3 3 23 9,4 
Totale 104 102 245 997 


Nota: in alcuni tipi di analisi, come l’idrolisi acida, gli amminoacidi Asp e Asn non sono facilmente distinguibili l'uno dall’altro e ven- 
gono indicati insieme come Asx (0 B). Analogamente, quando non è possibile distinguere tra loro Glu e Gln, si indicano insieme con 
la sigla Glx (o Z). Inoltre il Trp viene distrutto dall’idrolisi acida. Si devono usare metodiche diverse per ottenere un'analisi precisa 


della composizione amminoacidica di una proteina. 


*La somma delle percentuali non arriva al 100% a causa dell’arrotondamento. 


tri ancora possono essere presenti molte volte. La Tabella 
3.3 mostra la composizione amminoacidica del citocromo 
c bovino e del chimotripsinogeno, il precursore inattivo 
dell’enzima digestivo chimotripsina. Queste due protei- 
ne, che svolgono funzioni diverse, differiscono significa- 
tivamente anche per le quantità relative degli amminoa- 
cidi che le compongono. 

Possiamo calcolare in modo approssimativo il numero 
di residui amminoacidici in una proteina che non contie- 
ne altri gruppi chimici dividendo il suo peso molecolare 
per 110. Anche se la massa molecolare media dei 20 am- 
minoacidi standard è 138, bisogna tenere conto che quel- 
li più piccoli sono anche i più rappresentati nella maggior 
parte delle proteine; considerando la proporzione in cui si 
trovano i vari amminoacidi in una proteina media (Tabella 
3.1; le medie sono determinate dall’analisi della composi- 
zione in amminoacidi di oltre mille proteine differenti), la 
massa molecolare media si avvicina a 128. Poiché per ge- 
nerare un legame peptidico viene eliminata una molecola 
di acqua (M, 18), la massa molecolare media di un residuo 
amminoacidico in una proteina è circa 128 — 18 = 110. 


e Alcune proteine contengono gruppi chimici diversi dagli 
amminoacidi 

Molte proteine, come gli enzimi ribonucleasi A e chimo- 

tripsinogeno, sono costituite soltanto da amminoacidi e 

nessun altro gruppo chimico; queste sono considerate pro- 

teine semplici. Altre proteine presentano, oltre agli ammi- 


noacidi, gruppi chimici addizionali associati permanente- 
mente; esse sono chiamate proteine coniugate. La parte 
non amminoacidica della proteina coniugata viene detta 
di solito gruppo prostetico. Queste proteine sono classifi- 
cate in base alla natura chimica del loro gruppo prostetico 
(Tabella 3.4); per esempio, le lipoproteine contengono lipi- 
di, le glicoproteine contengono gruppi saccaridici e le me- 
talloproteine contengono uno specifico metallo. Un certo 
numero di proteine possiede più di un gruppo prostetico. 
Di norma il gruppo prostetico ha un ruolo determinante 
nella funzione biologica della proteina. 


BM Tabella 3.4 Proteine coniugate 


Classe Gruppi prostetici Esempio 
Lipoproteine Lipidi Bi-Lipoproteina 

del sangue 
Glicoproteine Carboidrati Immunoglobulina G 
Fosfoproteine Gruppi fosforici Caseina del latte 


Eme-proteine 
Flavoproteine 


Metalloproteine 


Eme (ferro porfirina) 
Nucleotidi flavinici 
Ferro 

Zinco 

Calcio 

Molibdeno 


Rame 


Emoglobina 

Succinato deidrogenasi 
Ferritina 

Alcol deidrogenasi 
Calmodulina 
Dinitrogenasi 


Plastocianina 
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SOMMARIO 3.2 
| peptidi e le proteine 

e Gli amminoacidi possono essere legati covalentemente 
mediante legami peptidici, per formare peptidi e pro- 
teine. Le cellule generalmente contengono migliaia di 
proteine diverse, ciascuna delle quali ha una specifica 
attività biologica. 

e Le proteine possono avere catene polipeptidiche molto 
lunghe, contenenti da 100 a diverse migliaia di residui 
amminoacidici. Alcuni peptidi presenti in natura con- 
tengono solo pochi residui amminoacidici, mentre alcu- 
ne proteine sono composte da catene polipeptidiche as- 
sociate in modo non covalente tra loro, dette subunità. 

e Le proteine semplici per idrolisi liberano solo ammi- 
noacidi; le proteine coniugate contengono anche altri 
componenti, come metalli o gruppi prostetici di natura 
organica. 


Lavorare con le proteine 


Le nostre conoscenze biochimiche sulla struttura e sul- 
la funzione delle proteine derivano dallo studio di mol- 
te proteine singole. Per analizzare in dettaglio una pro- 
teina bisogna prima separarla dalle altre, ottenerla in for- 
ma pura e disporre di tecniche adatte a determinarne le 
proprietà. I metodi necessari derivano dalla chimica delle 
proteine, una disciplina antica quanto la stessa biochimi- 
ca, che continua a conservare un posto centrale nella ri- 
cerca biochimica. 


e Leproteine possono essere separate e purificate 

Per poter studiare le proprietà strutturali e funzionali di 
una proteina per prima cosa bisogna ottenerla in forma 
pura. Ma come è possibile isolare una proteina, quando 
nella cellula è in presenza di migliaia di diverse altre pro- 
teine? I metodi classici sfruttano le proprietà che varia- 
no da una proteina all’altra, tra cui la grandezza, la cari- 
ca e le proprietà di legame. Negli ultimi decenni questi 
metodi sono stati migliorati da tecniche che includono 
il clonaggio del DNA e il sequenziamento del genoma, 
metodologie che sono in grado di semplificare il proces- 
so di separazione delle proteine. Queste nuove metodo- 
logie, che verranno descritte dettagliatamente nel Capi- 
tolo 9, spesso modificano la proteina nel corso della sua 
purificazione, aggiungendovi pochi o, in altri casi, diver- 
si residui amminoacidici a una o a entrambe le sue estre- 
mità. Quindi, questi nuovi metodi più efficienti hanno 
spesso come svantaggio la perdita dell’attività biologica 
della proteina purificata. La purificazione delle protei- 
ne nel loro stato nativo (la forma in cui esse funzionano 
all’interno della cellula) solitamente si basa sui metodi 
descritti in questo paragrafo. 

La fonte della proteina è in genere un tessuto o una 
coltura di cellule batteriche. Il primo passaggio di purifi- 
cazione consiste nella rottura delle cellule, provocando il 
rilascio delle proteine in una soluzione, chiamata estrat- 
to grezzo. Si può utilizzare poi la centrifugazione frazio- 
nata, per preparare frazioni subcellulari o isolare specifi- 
ci organelli (vedi la Figura 1.8). 
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Una volta ottenuto l’estratto grezzo o la preparazio- 
ne di organelli, esistono diversi metodi per purificare le 
proteine. In genere, l'estratto viene sottoposto a tratta- 
menti che hanno lo scopo di separare le diverse proteine 
in frazioni, sfruttando proprietà come la grandezza e la 
carica, mediante un processo chiamato frazionamento. 
Le prime tappe del frazionamento delle proteine sfrut- 
tano le differenze nella solubilità delle proteine, che di- 
pendono da pH, temperatura, concentrazione salina ed 
altri fattori. La solubilità delle proteine generalmente di- 
minuisce in funzione della concentrazione salina, un ef- 
fetto chiamato “salting out”. aggiunta di certi sali nella 
giusta quantità può far precipitare selettivamente solo 
alcune proteine, mentre altre rimangono in soluzione. Il 
solfato di ammonio (NH4):S0, è particolarmente adat- 
to allo scopo, e viene spesso usato per far precipitare le 
proteine. Le proteine così precipitate vengono rimosse 
da quelle rimaste in soluzione mediante centrifugazio- 
ne a bassa velocità. 

La soluzione che contiene la proteina di interesse deve 
subire altri trattamenti prima di poter procedere nel pro- 
cesso di purificazione. Per esempio, la dialisi è una tecnica 
che separa le proteine dalle piccole molecole in soluzione, 
sfruttando le maggiori dimensioni delle proteine. L’estrat- 
to parzialmente purificato viene trasferito in un sacchet- 
to o in un tubo costituiti da una membrana semipermea- 
bile, che viene immerso in un volume più grande di una 
soluzione tampone di forza ionica appropriata; si ha così 
uno scambio dei sali e del tampone tra il sacchetto o il tu- 
bo e la soluzione, ma non delle proteine. Quindi la diali- 
si mantiene le proteine all’interno del sacchetto o del tu- 
bo, mentre permette variazioni della concentrazione de- 
gli altri soluti, fino a che non si raggiunge una condizione 
di equilibrio con la soluzione che si trova all’esterno del- 
la membrana semipermeabile. La dialisi può essere utiliz- 
zata, per esempio, per rimuovere il solfato d’ammonio da 
una soluzione di proteine. 

Il metodo più adatto alla separazione delle proteine è la 
cromatografia su colonna, che sfrutta differenze di carica, 
grandezza, affinità di legame e altre proprietà (Figura 3.16). 
Un tubo di vetro (colonna) viene riempito di un materiale 
solido poroso dotato di proprietà chimiche opportune (la 
fase stazionaria), e una soluzione tampone (la fase mobile) 
viene fatta percolare attraverso la colonna. La frazione pro- 
teica, disciolta nella stessa soluzione tamponata che è stata 
precedentemente utilizzata per la fase mobile, viene quin- 
di stratificata sulla sommità della colonna e fatta percolare 
attraverso la matrice solida, diffondendo lungo la colonna 
sotto forma di una banda che continua a espandersi all’in- 
terno della matrice solida. Le singole proteine migrano più 
o meno velocemente in base alle loro proprietà. 

La cromatografia a scambio ionico sfrutta le dif- 
ferenze del tipo e dell’intensità della carica elettrica net- 
ta delle proteine a un certo pH (Figura 3.17a). La matrice 
della colonna è un polimero sintetico (resina) contenente 
gruppi carichi. Le resine con gruppi carichi negativamen- 
te sono dette scambiatori di cationi e quelle con grup- 
pi carichi positivamente scambiatori di anioni. l'affinità 
di ciascuna proteina per i gruppi carichi della colonna di- 
pende dal pH (che determina lo stato di ionizzazione del- 
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la molecola) e dalla concentrazione dei sali presenti nella 
soluzione tampone. La separazione può essere ottimizza- 
ta variando gradualmente il pH e/o la concentrazione sa- 
lina della fase mobile, in modo da creare un gradiente di 
pH o un gradiente salino. Nella cromatografia a scam- 
bio cationico la matrice solida possiede gruppi carichi ne- 
gativamente. Nella fase mobile le proteine con una cari- 
ca netta positiva migrano attraverso la matrice più lenta- 
mente di quelle con una carica netta negativa, in quanto 
la migrazione delle prime viene ritardata dall’interazione 
con la fase stazionaria. 

Nella cromatografia a scambio ionico, la diffusione del- 
la banda proteica (la soluzione proteica) nella fase mobile 
è causata sia dalla separazione delle proteine con proprietà 
diverse, sia dalla semplice diffusione della banda. Se si au- 
menta la lunghezza della colonna, in genere si migliora la 
separazione di due proteine che hanno cariche diverse. Pe- 
rò la velocità con la quale la soluzione proteica attraversa la 
colonna diminuisce all’aumentare della lunghezza della co- 
lonna. Aumentando il tempo di permanenza nella colonna, 
la risoluzione tra le proteine diminuisce, in quanto le ban- 
de proteiche si mescolano per diffusione. Man mano che la 
soluzione contenente le proteine fuoriesce dalla colonna, 
porzioni successive dell’effluente (frazioni) vengono rac- 
colte in una serie di provette. Le singole frazioni vengono 
analizzate per rilevare la presenza della proteina di inte- 
resse e anche per misurare altri parametri, come la forza 
ionica e la concentrazione proteica totale. Tutte le frazioni 
che risultano contenere la proteina di interesse vengono 
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riunite e costituiscono il prodotto finale di questa tappa di 
purificazione basata sulla cromatografia a scambio ionico. 


“2 Separazione di peptidi per scambio ionico 

Un biochimico vuole separare due peptidi per cromatogra- 
fia a scambio ionico. Al pH della fase mobile che viene usa- 
ta nella colonna, un peptide (A) ha una carica netta —3, 
dovuta alla presenza di più residui di Glu e Asp, rispetto 
ai residui di Arg, Lys e His. Il peptide B ha una carica net- 
ta +1. Quale peptide eluirà per primo usando una resina 
scambiatrice di cationi? Quale eluirà per primo usando 
una resina scambiatrice di anioni? 


Soluzione Una resina a scambio cationico possiede cariche 
negative e lega molecole cariche positivamente, rallentan- 
do la loro corsa lungo la colonna. Il peptide B, che possiede 
una carica netta positiva, interagirà con la resina a scam- 
bio cationico in maniera più forte del peptide A, quindi il 
peptide A eluirà per primo. Con una resina a scambio anio- 
nico, il peptide B eluirà per primo. Il peptide A, carico ne- 
gativamente, sarà rallentato a causa della sua interazione 
con i gruppi carichi positivamente della resina. 


La Figura 3.17 mostra altri due tipi di separazioni cro- 
matografiche su colonna, diverse dalla separazione per 
scambio ionico. La cromatografia per esclusione mole- 
colare, detta anche gel-filtrazione (Figura 3.17b), separa le 
proteine secondo le loro dimensioni: le proteine più gran- 
di eluiscono prima di quelle più piccole, un dato che sem- 
bra contrario al senso comune. La fase solida è costituita 
da granuli di polimeri intrecciati fra loro che creano al lo- 
ro interno pori o cavità di particolari dimensioni. Le pro- 
teine più grandi non possono entrare nelle cavità e quin- 


Figura 3.16 Cromatografia su colonna. Gli elementi standard 
della cromatografia su colonna includono un materiale solido e 
poroso (matrice) con cui viene riempita la colonna, generalmente di 
vetro o di plastica. Una soluzione, la fase mobile, fluisce attraverso 

la matrice, che rappresenta invece la fase stazionaria. La soluzione 
che esce dal fondo della colonna (effluente) viene costantemente 
rimpiazzata da una soluzione contenuta in un recipiente di riserva 
posto in cima alla colonna. La soluzione di proteine che devono 
essere separate viene stratificata sulla parte alta della colonna e la 

si lascia penetrare nella matrice. Quindi si aggiunge altra soluzione. 
La soluzione proteica forma una banda all'interno della fase mobile, 
il cui spessore iniziale dipende dal volume della soluzione proteica 
caricata. Man mano che le proteine migrano attraverso la colonna 
(mostrate in figura in cinque momenti differenti), esse vengono 
rallentate in modo diverso, a seconda del grado di interazione con la 
matrice. La banda proteica complessiva tende quindi ad allargarsi, 
man mano che si muove lungo la colonna. Le varie proteine (come la 
A, la B e la C, mostrate in blu, rosso e verde) gradualmente si separano 
l'una dall'altra, formando bande discrete all'interno della banda più 
ampia che comprende l'intera gamma delle proteine. La separazione 
migliora (cioè la risoluzione delle bande aumenta) se si aumenta la 
lunghezza della colonna. Però anche le singole bande si allargano 
con il tempo, per effetto della diffusione delle molecole, un processo 
che diminuisce la risoluzione. In questo esempio, la proteina A è ben 
separata dalle proteine B e C, ma la diffusione impedisce la completa 
separazione di B e C. 
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(a) Cromatografia a scambio ionico 


Proteina 
(©) 


di interesse (®) 


Figura 3.17 Tre metodi cromatografici 

usati per la purificazione delle proteine. 

(a) La cromatografia a scambio ionico si basa 

sul segno della carica e sull'entità della carica 

delle proteine ad un determinato pH. 

(b) La cromatografia per esclusione molecolare, 
detta anche gel-filtrazione, separa le proteine in 
base alle loro dimensioni. (c) La cromatografia per 
affinità separa le proteine in base alle loro proprietà 
di legame. Ulteriori dettagli sono riportati nel testo. 


La miscela di proteine viene 
aggiunta alla colonna contenente 
scambiatori di cationi 


Le proteine si 
muovono attraverso 
la colonna a una 
velocità che dipende 
dalla loro carica netta 
al pH della soluzione 
utilizzata. 

Con gli scambiatori 
di cationi, le proteine 
con carica netta più 
negativa si muovono 
più velocemente ed 
eluiscono prima 
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di attraversano la colonna più rapidamente, percorrendo 
un cammino più breve (e per questo più rapido), perché 
sono escluse dal volume delle cavità. Invece le proteine 
più piccole penetrano nelle cavità, vengono trattenute e 
quindi impiegano più tempo ad attraversare la colonna. 
La cromatografia per esclusione molecolare può essere 
utilizzata anche per determinare approssimativamente la 
dimensione di una proteina durante il suo processo di pu- 
rificazione utilizzando metodiche simili a quelle descrit- 
te nella Figura 3.19. 

La cromatografia per affinità si basa sulla formazio- 
ne di legami specifici (Figura 3.17c). I granuli con cui viene 
riempita la colonna sono legati covalentemente a un grup- 
po chimico chiamato ligando, un gruppo o una molecola 
in grado di interagire con una macromolecola come una 
proteina. Quando si aggiunge alla colonna una miscela di 
proteine, ogni specie proteica che ha affinità per il ligan- 
do si lega ai granuli, quindi la sua migrazione attraverso la 
matrice viene rallentata. Per esempio, se la funzione bio- 
logica della proteina che si vuole purificare coinvolge il le- 
game con l’ATP, legare una molecola che assomiglia molto 
all’ATP ai granuli con cui si prepara la colonna permette 
di realizzare una matrice che potrà essere di grande utili- 
tà per purificare la proteina. Man mano che la soluzione 
contenente una miscela di proteine attraversa la colonna, 
le proteine in grado di legare l’ATP (compresa la proteina 
di interesse) si legheranno alla matrice. Dopo aver lavato 
via dalla colonna le proteine che non legano l’ATP la pro- 
teina rimasta sui granuli potrà essere eluita con una solu- 
zione contenente un'elevata concentrazione salina o il li- 
gando libero, in questo caso LATP o una molecola analo- 
ga all’ATP Il sale indebolisce il legame della proteina con 
il ligando immobilizzato, interferendo con le interazioni 
ioniche. Il ligando libero compete con il ligando attaccato 
ai granuli, staccando la proteina dalla matrice; la protei- 
na che eluisce dalla colonna spesso è associata al ligando 
usato per eluirla. 

La risoluzione delle metodiche cromatografiche può 
essere incrementata dall’HPLC, o cromatografia liqui- 
da ad alta prestazione. EHPLC utilizza pompe ad alta 
pressione per aumentare la velocità delle molecole pro- 
teiche attraverso la colonna, e matrici cromatografiche 
di elevata qualità, in grado di sopportare forti pressio- 
ni. Riducendo il tempo di transito attraverso la colonna, 
l’HPLC limita la diffusione delle bande proteiche e quin- 
di migliora notevolmente la risoluzione. 

Quando si inizia a purificare una proteina che non è 
mai stata purificata prima, bisogna basarsi sulle esperien- 


BM Tabella 3.5 Tabella di purificazione di un ipotetico enzima 


Volume della frazione 


Procedimento o tappa eluita (mL) 


1. Estratto cellulare grezzo 1400 
2. Precipitazione con ammonio solfato 280 
3. Cromatografia a scambio ionico 90 
4. Cromatografia per esclusione molecolare 80 
5. Cromatografia per affinità 6 
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ze pregresse e sul comune buon senso. Nella maggioranza 
dei casi bisogna usare in successione diverse tappe di pu- 
rificazione, basate su principi diversi, fino ad arrivare alla 
proteina pura. Per esempio, se una delle fasi separa le pro- 
teine che legano l’ATP da quelle che non lo legano, quella 
successiva dovrà separare le diverse proteine che legano 
DATP sulla base della grandezza o della carica per isolare 
la proteina di interesse. La scelta dei metodi è in una cer- 
ta misura empirica e, prima di trovare quelli più efficaci, 
spesso bisogna fare vari tentativi. Per evitare troppi erro- 
ri e un numero eccessivo di tentativi, è bene seguire i pro- 
cedimenti di purificazione sviluppati per proteine simili a 
quella di interesse. Sono disponibili protocolli di purifica- 
zione per molte migliaia di proteine. Il buon senso sugge- 
risce di iniziare con le tecniche meno costose, come il sal- 
ting out, quando il numero delle proteine e dei contami- 
nanti è molto elevato. I metodi cromatografici spesso so- 
no poco praticabili negli stadi iniziali del processo di puri- 
ficazione, perché la quantità del supporto cromatografico 
aumenta con il volume del campione. Però, man mano che 
si procede con la purificazione, generalmente il volume 
del campione diminuisce (Tabella 3.5), rendendo possibi- 
le l’uso di metodiche più sofisticate, ma anche più costose. 


e Leproteine possono essere separate 

e caratterizzate mediante elettroforesi 
Un'altra tecnica per la separazione delle proteine si basa sul- 
la migrazione delle proteine cariche in un campo elettrico, 
un processo chiamato elettroforesi. Questa procedura non 
viene di solito usata per purificare grandi quantità di protei- 
ne, poiché sono disponibili metodi alternativi più semplici 
e perché spesso il metodo elettroforetico influisce negati- 
vamente sulla struttura e quindi sulla funzione delle pro- 
teine. Questa tecnica è tuttavia utile soprattutto come me- 
todo analitico. Infatti, essa è particolarmente vantaggiosa 
quando si vogliano allo stesso tempo separare e visualizzare 
le proteine per consentire al ricercatore di stabilire rapida- 
mente il numero di proteine diverse presenti nella misce- 
la o il grado di purezza di quella particolare preparazione 
proteica. L’elettroforesi permette di valutare anche alcune 
proprietà cruciali delle proteine, come il loro punto isoelet- 
trico e la massa molecolare approssimata. 

L’elettroforesi delle proteine viene di solito effettuata 
su gel costituiti da polimeri con numerosi legami crocia- 
ti, come la poliacrilammide (Figura 3.18). Il gel di polia- 
crilammide agisce come un setaccio molecolare che ral- 
lenta la migrazione delle proteine proporzionalmente al 
loro rapporto carica/massa molecolare. Anche la forma 


Proteine totali Attività Attività specifica 
(mg) (unità) (unità/mg) 
10000 100000 10 
3000 96000 32 
400 80000 200 
100 60000 600 
3 45000 15000 


Nota: tutti i dati rappresentano lo stato del campione dopo che la tappa indicata nella prima colonna è stata effettuata. L'attività e l’attività specifica sono definite a 


p.agina 99. 
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Figura 3.18 Elettroforesi. (a) Aliquote di campioni differenti 
vengono depositate nei pozzetti posti in cima al gel di 
poliacrilammide. Se si applica un campo elettrico, le proteine si 
muovono all'interno del gel. Il gel riduce al minimo le correnti 

di convezione causate da piccoli gradienti di temperatura e gli 
spostamenti delle molecole proteiche diversi da quelli indotti dal 
campo elettrico. (b) Alla fine della corsa elettroforetica, le proteine 
possono essere visualizzate trattando il gel con un colorante come 
il blu di Coomassie, che si lega alle proteine, ma non al gel. Ciascuna 
banda sul gel rappresenta una proteina (o subunità proteica) diversa. 
Le proteine più piccole si muovono lungo il gel più rapidamente 
delle proteine più grandi e quindi si trovano più vicine al fondo 


delle proteine può alterare la loro velocità di migrazione. 
Nell’elettroforesi, la forza che muove le macromolecole è 
il potenziale elettrico, E. La mobilità elettroforetica della 
molecola, p, è il rapporto tra la velocità della particella, V, 
e il potenziale elettrico. La mobilità elettroforetica è anche 
uguale al rapporto tra la carica netta della molecola, Z, e il 
coefficiente frizionale, f, che dipende in parte dalla forma 
della proteina. Quindi, 


La migrazione di una proteina in un gel durante l’elettro- 
foresi è di conseguenza funzione delle sue dimensioni e 
della sua forma. 

Un metodo elettroforetico usato comunemente per va- 
lutare la purezza e la massa molecolare delle proteine com- 
prende l’uso del detergente sodio dodecil solfato (SDS) 
(dodecil indica una catena formata da 12 atomi di carbonio). 
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del gel. Questo gel illustra la purificazione della proteina RecA di 
Escherichia coli (descritta nel Capitolo 25) di cui è stato clonato il 
gene (Capitolo 9), in modo da poterne controllare l'espressione (la 
sintesi della proteina). Nella prima corsia ha migrato una serie di 
proteine standard (a M, noto), che fungono da indicatori dei pesi 
molecolari. Nelle successive due corsie sono migrate le proteine delle 
cellule di E. coli prima e dopo l'induzione della sintesi della proteina 
RecA. La quarta corsia mostra le proteine di un estratto grezzo; le 
successive (da sinistra a destra) mostrano le proteine presenti a diversi 
stadi di purificazione. La proteina purificata è una singola catena 
polipeptidica (M, -38000), come si può dedurre dalla banda singola 
presente nell'ultima corsia. 


Una proteina legherà una quantità di SDS pari a circa 
1,4 volte il suo peso molecolare. Questo composto si lega 
quindi alla maggior parte delle proteine in quantità pro- 
porzionali alla massa molecolare della proteina, cioè cir- 
ca una molecola di SDS per ogni residuo amminoacidi- 
co. ESDS legato conferisce una carica netta negativa alla 
proteina, rendendo insignificante la sua carica intrinse- 
ca; quindi ciascuna proteina acquisisce un rapporto mas- 
sa/carica simile. In più il legame con l'SDS altera la con- 
formazione originaria delle proteine, che assumono tutte 
una forma simile. L’elettroforesi in presenza di SDS separa 
quindi le proteine principalmente in base alla massa mole- 
colare e i polipeptidi più piccoli migrano più velocemente. 
Dopo avere effettuato l’elettroforesi, le proteine possono 
essere visualizzate mediante il trattamento con un colo- 
rante come il blu di Coomassie (Figura 3.18b), che si lega 
alle proteine ma non al gel. 

Quindi è possibile seguire il progresso del procedimen- 
to di purificazione, in base alla diminuzione del numero 
delle bande proteiche visibili sul gel dopo ogni passaggio di 
purificazione. Confrontando la migrazione nel gel di una 
proteina sconosciuta con quella di proteine a peso mole- 
colare noto, è possibile determinare il suo peso molecola- 
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Figura 3.19 Determinazione della massa molecolare di una 
proteina. La mobilità elettroforetica di una proteina su gel di 
poliacrilammide in presenza di SDS è correlata al suo peso molecolare, 
M,. (a) Nella corsia 1 sono state separate proteine standard a massa 
molecolare nota. Queste proteine marker possono essere usate per 
valutare il peso molecolare di una proteina sconosciuta (corsia 2). 

(b) La relazione tra il logaritmo della M, e la migrazione elettroforetica 
è lineare e consente di calcolare il valore del peso molecolare di una 


re approssimativo (Figura 3.19). Se la proteina ha due o 
più subunità differenti, in genere queste si separano per 
elettroforesi su SDS, ed appaiono come proteine distinte. 
& 5DS Gel Electrophoresis 

L’isoelettrofocalizzazione è una tecnica usata per 
determinare il punto isoelettrico (pI) di una proteina (Fi- 
gura 3.20). Viene creato un gradiente di pH utilizzando 
una miscela di acidi e basi di natura organica a basso pe- 
so molecolare (anfoliti; pagina 85) che viene distribuita 
in un campo elettrico generato attraverso il gel. Quando 
si applica una miscela di proteine, ciascuna proteina mi- 
gra fino a quando raggiunge il pH corrispondente al suo 
pI. Quindi le proteine con diverso punto isoelettrico si di- 
stribuiscono in zone diverse del gel. Combinando l’isoelet- 
trofocalizzazione con l’elettroforesi su SDS in una tecnica 
chiamata elettroforesi bidimensionale, è possibile ot- 
tenere la risoluzione di una miscela complessa di protei- 
ne (Figura 3.21). Questo metodo analitico è più efficace 
di ogni singolo metodo elettroforetico. L’elettroforesi bi- 
dimensionale permette di separare proteine di identico 
peso molecolare, ma con differente pI, o proteine con lo 
stesso pI, ma con differente peso molecolare. 


e Anchele proteine non separate possono essere quantificate 
Per purificare una proteina è necessario disporre anche di 
un sistema di dosaggio che identifichi e quantifichi quel- 
la proteina in mezzo a tutte le altre, ad ogni stadio della 
purificazione. Spesso accade che la purificazione debba 
procedere in assenza di qualsiasi informazione sulla di- 
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proteina sconosciuta da un grafico come quello mostrato. (In modo 
del tutto simile, si può utilizzare un insieme di proteine standard 
con tempi di ritenzione in colonna ben noti e riproducibili per 
creare una curva standard del tempo di ritenzione in funzione del 
log M,. Per ottenere un valore approssimativo del peso molecolare 
M, di una determinata proteina, sarà poi sufficiente confrontare il 
tempo di ritenzione di quella data proteina con la curva standard 
precedentemente generata. 


mensione e sulle proprietà chimico-fisiche della proteina 
o senza sapere quale frazione della massa proteica tota- 
le sia rappresentata dalla proteina in esame. Per proteine 
che possiedono attività enzimatica, la loro concentrazio- 
ne in una data soluzione o in un dato estratto grezzo può 


Un campione di proteine può essere stratificato su di 
un’estremità di una striscia di gel in cui è presente un 
gradiente stabile di pH. In alternativa, lo stesso campione 
di proteine sospeso in una soluzione di anfoliti, può 
essere invece utilizzato per reidratare una striscia di gel 
disidratata. 


Viene applicato 
un campo elettrico 


pH9 pI decrescente 


Dopo la colorazione, le proteine risultano distribuite lungo 
il gradiente di pH secondo il loro valore di pI. 


Figura 3.20 Isoelettrofocalizzazione. Questa tecnica separa le 
proteine in base al loro punto isoelettrico. Una miscela di proteine 
viene stratificata su una striscia di gel contenente un gradiente stabile 
di pH. Applicando un campo elettrico le proteine penetrano nel gel e 
migrano fino a che non raggiungono un pH equivalente al loro pl. Si 
ricordi che la carica netta di una proteina è zero quando pH = pl. 
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Figura 3.21 Elettroforesi bidimensionale. Le proteine vengono 
prima separate mediante isoelettrofocalizzazione condotta su di una 
striscia di gel molto sottile. Il gel viene poi posto orizzontalmente su 
un altro gel fatto polimerizzare a forma di lastra e le proteine vengono 
separate mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide in presenza 
di SDS. In questo gel bidimensionale la separazione orizzontale riflette 
le differenze nel valore del pl, mentre la separazione verticale riflette le 
differenze nella massa molecolare. Le proteine presenti nel campione 
di partenza vengono quindi separate in due dimensioni. Con questa 
tecnica si possono separare migliaia di proteine diverse presenti nelle 
cellule. Ogni macchia nera che si osserva alla fine della separazione 
corrispondente a una singola proteina può essere ritagliata e rimossa 
dal gel per essere identificata tramite spettrometria di massa (vedi le 
Figure 3.30 e 3.31). 


essere misurata mediante l’effetto catalitico che l'enzima 
stesso è in grado di produrre, cioè valutando l'aumento 
della velocità di conversione del substrato in prodotto del- 
la reazione, dovuto alla presenza dell’enzima. Per questo 
scopo il ricercatore deve conoscere (1) l'equazione com- 
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plessiva della reazione catalizzata, (2) un procedimen- 
to analitico per misurare la scomparsa del substrato o la 
comparsa del prodotto, (3) se l’enzima richiede cofattori, 
come ioni metallici o coenzimi, (4) la dipendenza dell’at- 
tività dell’enzima dalla concentrazione del substrato, (5) 
il pH ottimale e (6) l'intervallo di temperatura a cui l’en- 
zima è stabile e ha la massima efficienza. Di solito gli en- 
zimi vengono dosati al pH ottimale e a una temperatura 
che può variare da 25 a 38 °C. Sono in genere necessarie 
concentrazioni di substrato molto elevate per far sì che 
la velocità iniziale della reazione, quella che viene misu- 
rata sperimentalmente, sia proporzionale alla concentra- 
zione dell’enzima (Capitolo 6). 

Per convenzione internazionale, un’unità di attività 
enzimatica viene definita come la quantità di enzima ne- 
cessaria per trasformare 1,0 pmol di substrato al minuto a 
25 °C nelle condizioni di dosaggio ottimali. (Per alcuni enzi- 
mi questa definizione non è appropriata per cui l’unità deve 
essere definita in altro modo.) Il termine attività si riferisce 
alle unità totali di enzima nella soluzione. L'attività speci- 
fica è il numero di unità di enzima per milligrammo di pro- 
teina presente nel campione (Figura 3.22). [attività speci- 
fica è una misura della purezza dell’enzima; infatti questa 
entità aumenta durante la purificazione di un enzima e di- 
venta massima e costante quando l'enzima è puro (vedi la 
Tabella 3.5, pagina 96). 

Dopo ogni tappa di purificazione viene misurata l’attivi- 
tà (in unità) della preparazione e la concentrazione protei- 
ca totale; il loro rapporto corrisponde all’attività specifica. 
In ogni tappa l’attività enzimatica e la concentrazione pro- 
teica totale tendono a diminuire. L'attività decresce per ef- 
fetto di perdite dovute a una non perfetta interazione con i 


Figura 3.22 Attività e attività specifica. La differenza tra questi 
due termini può essere illustrata usando come esempio le due 
fiasche disegnate in figura e contenenti le palline colorate. Le 

due fiasche contengono lo stesso numero di palline rosse, ma 
quantità diverse di palline di altri colori. Se le palline rappresentano 
le proteine, i due recipienti contengono la stessa attività della 
proteina rappresentata dalle palline rosse. Il secondo contenitore 
però ha un'attività specifica maggiore in quanto le palline rosse 
rappresentano una frazione maggiore rispetto al totale delle 
palline. 
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materiali cromatografici o con altre molecole in soluzione 
e per un’inattivazione dell'enzima. La concentrazione pro- 
teica totale diminuisce invece in quanto l’obiettivo di que- 
sto procedimento è proprio quello di eliminare il più possi- 
bile le proteine che non interessano. In una “buona” tappa 
di purificazione la perdita di proteine non specifiche deve 
essere molto maggiore della perdita di attività, per cui l’at- 
tività specifica aumenta, anche se l’attività totale tende a di- 
minuire. I dati della procedura vengono poi raccolti in una 
tabella di purificazione, simile alla Tabella 3.5. Una protei- 
na viene in genere considerata pura quando ulteriori tappe 
di purificazione non incrementano la sua attività specifica 
e quando i metodi analitici (per esempio, mediante meto- 
di elettroforetici) identificano una singola specie proteica. 
Per le proteine non enzimatiche sono necessari altri 
metodi di quantificazione. Le proteine di trasporto pos- 
sono essere dosate mediante il legame alla molecola che 
trasportano, mentre gli ormoni e le tossine possono es- 
sere dosati mediante gli effetti biologici che producono; 
per esempio, gli ormoni della crescita possono stimolare 
la crescita di certi tipi di cellule in coltura. Alcune pro- 
teine strutturali rappresentano una grossa frazione del- 
la massa tissutale e possono essere estratte e purificate 
senza che sia necessario dosarle. Gli approcci che si pos- 
sono applicare sono vari quasi quanto le proteine stesse. 


SOMMARIO 3.3 
Lavorare con le proteine 

e Le proteine possono essere separate e purificate in 
base alle loro proprietà. Esse possono essere fatte pre- 
cipitare selettivamente per cambiamenti nel pH, nella 
temperatura, o in seguito all'aggiunta di particolari 
sali. Le numerose procedure cromatografiche adotta- 
te, come la cromatografia a scambio ionico, la cromato- 
grafia per esclusione molecolare, la cromatografia per 
affinità e la cromatografia ad alta prestazione, si basa- 
no sulle differenze in dimensioni, affinità di legame, 
carica ed altre proprietà. 

® Lelettroforesi separa le proteine sulla base della loro 
carica e della loro massa. Lelettroforesi su gel in pre- 
senza di SDS e l’isoelettrofocalizzazione possono essere 
usate separatamente o in combinazione, per ottenere 
una maggiore risoluzione. 

e Tutte le procedure di purificazione richiedono un me- 
todo di quantificazione e dosaggio della proteina di in- 
teresse in presenza di altre proteine. La purificazione 
può essere seguita misurando l’attività specifica della 
proteina. 


Struttura delle proteine: 
struttura primaria 


La purificazione delle proteine è solo una fase prelimina- 
re, che precede la caratterizzazione della loro struttura e 
della loro funzione. Ma che cos'è che rende una certa pro- 
teina un enzima, un’altra un ormone, un’altra una protei- 
na strutturale e un’altra ancora un anticorpo? In cosa dif- 
feriscono da un punto di vista chimico? Le differenze più 
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ovvie sono quelle di carattere strutturale, e quindi per pri- 
ma cosa ci occuperemo di quelle. 

La struttura di molecole di grandi dimensioni come le 
proteine può essere descritta a vari livelli di complessità, 
in una sorta di gerarchia concettuale. In genere vengono 
definiti quattro livelli di struttura delle proteine (Figura 
3.23). La definizione di tutti i legami covalenti (principal- 
mente i legami peptidici e i legami disolfuro) che legano 
tra loro i vari amminoacidi in una catena polipeptidica 
costituisce la struttura primaria. L'elemento principa- 
le della struttura primaria di una proteina è la sequenza 
degli amminoacidi che la compongono. La struttura se- 
condaria si riferisce a particolari organizzazioni stabili di 
brevi sequenze amminoacidiche, che danno origine a pro- 
fili strutturali ricorrenti. La struttura terziaria descrive 
tutti gli aspetti tridimensionali di un polipeptide. Se una 
proteina è costituita da due o più subunità polipeptidiche, 
la sua struttura è definita quaternaria. Avremo modo di 
studiare complessi proteici formati da decine e anche mi- 
gliaia di subunità. In questo capitolo ci occuperemo della 
struttura primaria, mentre gli altri livelli strutturali saran- 
no trattati nel Capitolo 4. 

Le differenze nella struttura primaria dalle proteine 
possono fornire numerose informazioni. Ogni proteina 
ha una propria sequenza amminoacidica. Come vedre- 
mo nel Capitolo 4, la struttura primaria di una proteina 
determina la disposizione dei suoi atomi nello spazio in 
una caratteristica struttura tridimensionale, che ne de- 
termina anche la funzione. Vedremo prima come è sta- 
ta empiricamente riconosciuta questa relazione tra la se- 
quenza amminoacidica e la funzione di una proteina, per 
descrivere poi i metodi per la determinazione della strut- 
tura primaria; analizzeremo infine quali sono le informa- 
zioni che si possono trarre dalle sequenze amminoacidi- 
che delle proteine. 


e La funzione delle proteine dipende dalla loro struttura 
primaria 

Il batterio Escherichia coli sintetizza più di 3000 proteine 
differenti; l’uomo ha circa 25 000 geni, che codificano un 
gran numero di proteine (tramite i meccanismi genetici 
descritti nella Parte 3 del testo). In ambedue i casi, cia- 
scun tipo di proteina ha un’unica sequenza amminoaci- 
dica che le conferisce una particolare struttura tridimen- 
sionale. In base a questa particolare struttura la proteina 
esprime una altrettanto specifica funzione. 

Alcune semplici osservazioni ci mostrano l’importan- 
za della struttura primaria o della sequenza amminoa- 
cidica di una proteina. Innanzitutto, come si è già visto, 
proteine che svolgono funzioni diverse hanno sequenze 
amminoacidiche diverse. In secondo luogo, migliaia di 
malattie genetiche dell’uomo sono dovute alla produzio- 
ne di proteine difettose. Il difetto può andare dalla sosti- 
tuzione di un solo amminoacido nella sequenza (come 
nell’anemia a cellule falciformi, descritta nel Capitolo 5) 
fino alla delezione di una porzione più ampia della cate- 
na polipeptidica (come nel caso della distrofia muscola- 
re di Duchenne, in cui la delezione a livello di un gene 
porta alla formazione di una proteina inattiva più corta 
della norma). Si può quindi concludere che, se si altera la 
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Figura 3.23 Livelli di struttura delle proteine. La stuttura primaria 
è costituita da una sequenza di amminoacidi uniti da legami peptidici; 
comprende anche i ponti disolfuro. | polipeptidi risultanti possono 
disporsi secondo una struttura regolare ricorrente, che viene definita 


struttura primaria di una proteina, si altera anche la sua 
funzione. Infine, se si confrontano proteine di specie di- 
verse che svolgono la stessa funzione, si osserva che esse 
hanno sequenze amminoacidiche simili. Quindi, vi è una 
stretta relazione tra la struttura primaria di una protei- 
na e la sua funzione. 

Ma la sequenza amminoacidica di una particolare pro- 
teina è veramente sempre la stessa, cioè invariante? La ri- 
sposta è no; è possibile una certa flessibilità. Si può affer- 
mare che dal 20% al 30% delle proteine umane sono poli- 
morfiche, cioè mostrano alcune piccole variazioni all’in- 
terno della popolazione umana. Molte di queste variazioni 
non producono alcun effetto sulla funzione della proteina. 
Inoltre, proteine che svolgono funzioni simili in specie an- 
che evolutivamente distanti possono avere dimensioni e 
sequenze amminoacidiche molto diverse. 

In alcune regioni la sequenza amminoacidica può va- 
riare considerevolmente senza influenzare la funzione bio- 
logica della proteina, ma la maggior parte contiene regio- 
ni essenziali per la loro funzione, le cui sequenze devono 
quindi essere conservate. La frazione dell'intera struttura 
che è essenziale per la funzione può variare da proteina a 
proteina, rendendo difficoltoso mettere in relazione la se- 
quenza con la struttura tridimensionale e la struttura con 
la funzione. Prima di approfondire l'argomento, vediamo 
come si determina la struttura primaria delle proteine. 


e Sonostate determinate le sequenze amminoacidiche 
di milioni di proteine 

Nel 1953 vennero fatte due scoperte, che possono essere 
considerate due pietre miliari nella storia della biochimi- 
ca. James D. Watson e Francis Crick descrissero la struttu- 
ra a doppia elica del DNA, e proposero una base struttu- 
rale per la sua replicazione (Capitolo 8). La loro proposta 
svelò la realtà molecolare che c’era dietro l’idea di gene. 
Nello stesso anno Frederick Sanger stava lavorando sul- 
la sequenza amminoacidica delle catene polipeptidiche 
dell'ormone insulina (Figura 3.24) e riuscì a sorprendere 


Struttura 
terziaria 


Catena polipeptidica 


(@.\21[0]KOK} 
Amminoacidi, peptidi e proteine 


Struttura 
quaternaria 


Subunità associate 


struttura secondaria, come ad esempio l'a elica. L'a elica costituisce una 
parte della struttura terziaria del polipeptide avvolto, che può essere a 
sua volta una delle subunità che costituiscono la struttura quaternaria di 
proteine formate da più unità costitutive, come l'emoglobina. 
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Figura 3.24 Sequenza degli amminoacidi dell’insulina bovina. 

Le due catene polipeptidiche sono unite da ponti disolfuro trasversali 

(in giallo). La catena A del bue è identica a quella dell'uomo, del 

maiale, del cane, del coniglio e del capodoglio. La catena B del bue è 

identica a quella del maiale, del cane, della capra e del cavallo. 


i numerosi ricercatori che pensavano che la determinazio- 
ne della sequenza amminoacidica di un polipeptide fos- 
se un lavoro improbo, con scarse probabilità di successo. 
Fu subito chiaro che la sequenza dei nucleotidi del DNA 
e la sequenza degli amminoacidi delle proteine dovevano 
essere in qualche modo correlate. Nei dieci anni succes- 
sivi a queste scoperte fu determinato il codice che mette 
in relazione le due sequenze (Capitolo 27). Le sequenze 
amminoacidiche delle proteine, ad oggi, vengono molto 
spesso dedotte indirettamente dalle sequenze del DNA 
presenti nelle banche dati relative ai diversi genomi che 
vengono continuamente sequenziati. Tuttavia, un grup- 
po di tecniche tradizionali per il sequenziamento delle 
proteine ha ancora un ruolo determinante nella chimi- 
ca delle proteine. Nel prossimo paragrafo riassumeremo 
il metodo tradizionale di sequenziamento delle proteine 
e faremo un breve cenno ad alcune delle tecniche che da 
esso sono derivate. 


e Lachimica delle proteine sfrutta metodologie 
che derivano dalle tecniche classiche di sequenziamento 
dei polipeptidi 
Nella Figura 3.25 sono riassunti, in modo schematico e in 
una forma più moderna, i diversi procedimenti utilizzati 
nel 1950 circa da Fred Sanger per la determinazione della 
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Frederick Sanger 


struttura primaria della proteina insulina. Solamente po- 
chissime proteine vengono attualmente sequenziate con 
questa tecnica, per lo meno nella loro interezza. Questo 
protocollo tradizionale di sequenziamento ha però fornito 
ai biochimici un insieme molto vasto e ricco di strumenti, 
e praticamente ciascuna delle tappe mostrate nella Figu- 
ra 3.25 fa uso di metodiche che vengono ampiamente uti- 
lizzate, talvolta anche in contesti del tutto differenti dal 
sequenziamento. 

Nella metodica tradizionale per il sequenziamento del- 
le proteine di grandi dimensioni, la prima tappa prevede 
la marcatura del residuo amminoacidico amminotermina- 
le seguita dalla sua identificazione. Il gruppo a-ammini- 
co amminoterminale può essere marcato con il reagente 
1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (FDNB), oppure con il dansil 
cloruro o il dabsil cloruro (Figura 3.26). 

Il sequenziamento chimico è basato su un processo in 
due tappe messo a punto da Pehr Edman (Figura 3.27). 
La degradazione di Edman marca e rimuove solo il resi- 
duo amminoterminale del peptide, lasciando intatti tutti 
gli altri legami peptidici. Il peptide viene fatto reagire, in 
condizioni blandamente alcaline, con il fenilisotiocianato, 
che converte l'’amminoacido amminoterminale in un ad- 
dotto feniltiocarbammilico (PTC). Il legame peptidico più 
vicino all’addotto PTC viene scisso dall’acido trifluoroa- 
cetico in ambiente anidro, con rimozione dell’amminoa- 
cido amminoterminale, che viene liberato come deriva- 
to anilinotiazolinonico. Il derivato amminoacidico viene 
estratto con solventi organici, convertito nella forma più 
stabile feniltioidantoinica mediante trattamento con aci- 
di diluiti, e quindi identificato. L’uso di reazioni sequen- 
ziali, condotte prima in ambiente basico e poi acido, per- 
mette di controllare l’intero processo. Ciascuna reazione 
che coinvolge l'’amminoacido amminoterminale può an- 
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Determinazione della 
composizione in amminoacidi 
(per idrolisi acida). Scelta dei 
reagenti di taglio, basata sulla 
presenza dei loro amminoacidi 
bersaglio nella proteina. 


Taglio della proteina in polipeptidi TS ge 
più piccoli (utilizzando, per esempio, } 
la tripsina). 


sequenziamento 
di ciascun polipeptide 


1. DCGGAHYLVLLAGPTIRSGTMR 

2. AQGAFNPSCGVIQHAWIKMWILAAGTE 
3. GGPVIATYEQDGGTSRYAPK 

4. QGYASULAIEFTR. 


Determinazione dell'ordine dei polipeptidi 
all’interno della proteina. Il peptide 3 è 
quello amminoterminale. Il peptide 2 è 
quello carbossiterminale (non termina con 
un residuo amminoacidico che definisce un 
sito di taglio della tripsina) 


Ricostruzione del corretto ordine degli altri 
peptidi, tramite sovrapposizione delle 
sequenze ottenute trattando la proteina con 
un reagente diverso dal precedente, come il 
bromuro di cianogeno o la chimotripsina. 


Figura 3.25 Il sequenziamento diretto delle proteine. 

Le procedure mostrate in figura sono quelle che sono state 
sviluppate da Fred Sanger per il sequeziamento dell'insulina. Questi 
procedimenti sono stati in seguito utilizzati per il sequenziamento di 
molte altre proteine. L'FDNB è l'1-fluoro-2,4-dinitrobenzene (vedi il 
testo e la Figura 3.26). 
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Figura 3.26 |reagenti utilizzati per modificare il gruppo a-amminico del residuo amminoterminale. 
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Figura 3.27 La chimica del sequenziamento delle proteine 
ideata da Pehr Edman. Il legame peptidico più vicino al residuo 
amminoterminale della proteina o del polipeptide viene scisso in due 


dare essenzialmente a completamento senza influenza- 
re nessuno degli altri legami peptidici del peptide. Questo 
procedimento viene ripetuto, solitamente, fino a quando 
vengono identificati anche 40 residui amminoacidici in 
sequenza. Le reazioni della degradazione di Edman sono 
state automatizzate. 
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Figura 3.28 Rottura dei ponti disolfuro di una proteina. 
Nella figura sono illustrati i due metodi più comuni. L'ossidazione 
della cistina con acido performico produce due residui di 

acido cisteico. La riduzione con ditiotreitolo (oppure con 
B-mercaptoetanolo) che porta alla formazione di due residui 

di Cys, deve essere seguita da ulteriori modificazioni dei gruppi 
reattivi —SH per impedire che si riformino ponti disolfuro. La 
carbossimetilazione con iodoacetato soddisfa questa esigenza. 
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Derivato Derivato 
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I HiN—-C-CTN-C- GC Peptide dei frammenti peptidici 

| Derivato H H H ACCONcaLo rimanenti attraverso il 
feniltiocarbammilico s 9 procedimento di Edman. 


tappe. Le due tappe avvengono in condizioni molto diverse [basica per 
la tappa ®, acida per la tappa @1, permettendo alla prima di arrivare a 
completamento prima che la seconda tappa abbia inizio. 


Per determinare la sequenza di proteine di grandi di- 
mensioni, i pionieri dello sviluppo dei protocolli di sequen- 
ziamento hanno dovuto ideare e mettere a punto dei me- 
todi che eliminassero i ponti disolfuro e che tagliassero le 
proteine, in modo preciso, in polipeptidi più piccoli. Nella 
Figura 3.28 sono mostrate due diverse tecniche per scinde- 
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BM Tabella 3.6 Specificità di alcuni metodi comuni per la frammentazione delle catene polipeptidiche 


Reagente (fonte biologica) * 


Punti di rottura* 


Tripsina (pancreas bovino) 

Proteasi di Submaxillarus (ghiandola submascellare di topo) 
Chimotripsina (pancreas bovino) 

Proteasi V8 di Staphylococcus aureus (batterio S. aureus) 
Asp-N-proteasi (batterio Pseudomonas fragi) 

Pepsina (stomaco suino) 

Endoproteinasi Lys C (batterio Lysobacter enzymogenes) 


Bromuro di cianogeno 


Lys, Arg (C) 

Arg (C) 

Phe, Trp, Tyr (C) 

Asp, Glu (C) 

Asp, Glu (N) 

Leu, Phe, Trp, Tyr (N) 
Lys (C) 

Met (C) 


* Tuttiireagenti, eccetto il bromuro di cianogeno, sono proteasi; sono tutti disponibili in commercio. 
* Residui che rappresentano i siti di riconoscimento primario per la proteasi o per il reagente chimico; i legami peptidici possono essere rotti sia 
dallato carbonilico (C) sia da quello amminico (N) dei residui amminoacidici indicati nella tabella. 


re in modo irreversibile i ponti disolfuro. Gli enzimi detti 
proteasi catalizzano l’idrolisi dei legami peptidici. Alcu- 
ni di questi enzimi rompono soltanto i legami peptidici 
adiacenti a specifici residui amminoacidici (Tabella 3.6), 
frammentando quindi il polipeptide in modo riproduci- 
bile e prevedibile. Un piccolo numero di reagenti chimi- 
ci possiede anch’esso un'elevata specificità di rottura dei 
legami peptidici. 

Tra le proteasi, l'enzima digestivo tripsina catalizza 
l’idrolisi soltanto di quei legami peptidici il cui gruppo 
carbonilico è fornito da un residuo di Lys o di Arg, indi- 
pendentemente dalla lunghezza o dalla sequenza della 
catena polipeptidica. Un polipeptide contenente tre resi- 
dui di Lys e/o di Arg, al termine dell’idrolisi con tripsina, 
produrrà quattro peptidi più piccoli. Inoltre, tutti questi 
frammenti prodotti dalla tripsina, eccetto uno, avranno 
Lys o Arg come residuo carbossiterminale. La scelta di 
un particolare reagente per tagliare la proteina in pepti- 
di più piccoli può essere semplificata determinando pri- 
ma la composizione in amminoacidi dell’intera proteina, 
utilizzando un acido che idrolizzi la proteina nei suoi am- 
minoacidi costitutivi liberi. La tripsina può essere utiliz- 
zata solamente su quelle proteine che hanno un nume- 
ro appropriato di residui di Lys e/o di Arg. 

Nel metodo classico di sequenziamento, una proteina 
di grandi dimensioni dovrebbe essere tagliata in fram- 
menti più piccoli per due volte utilizzando due diverse 
proteasi o due reagenti idrolitici per ogni ciclo di taglio. 
Così facendo, le estremità dei frammenti generati nei va- 
ri modi dovrebbero essere diverse. Al termine dei tagli 
proteolitici è necessario purificare e sequenziare i diver- 
si gruppi di frammenti ottenuti con i trattamenti. Si può 
determinare l’ordine in cui si trovavano i frammenti nella 
proteina originale esaminando le sovrapposizioni di se- 
quenze presenti nei due gruppi di frammenti. 

I metodi di sequenziamento tradizionali, anche se 
non vengono più utilizzati per sequenziare proteine in- 
tere, sono ancora disponibili nei laboratori. Il sequenzia- 
mento di alcuni amminoacidi all’estremità amminoter- 
minale utilizzando la chimica delle proteine di Edman 
è spesso più che sufficiente per confermare l’identità di 
una proteina conosciuta che è stata appena purificata 0 
per identificare, invece, una proteina sconosciuta puri- 
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Figura 3.29 Reagenti utilizzati per modificare i gruppi 
sulfidrilici dei residui di Cys. (Vedi anche la Figura 3.28). 


ficata sulla base della sua attività insolita. Le tecniche 
impiegate nelle singole tappe del metodo di sequenzia- 
mento tradizionale sono utili anche per altri scopi. Per 
esempio, le metodologie utilizzate per scindere i ponti 
disolfuro possono essere utilizzate anche per denatura- 
re le proteine. Inoltre, gli sforzi effettuati per marcare il 
residuo amminoacidico amminoterminale hanno porta- 
to anche allo sviluppo di un insieme di reagenti che pos- 
sono reagire con gruppi specifici presenti su di una pro- 
teina. Gli stessi reagenti utilizzati per marcare il gruppo 
a-amminoterminale possono essere utilizzati anche per 
marcare i gruppi amminici primari dei residui di Lys (Fi- 
gura 3.26). Il gruppo sulfidrilico presente sui residui di 
Cys può essere modificato con iodoacetammide, con le 
maleimmidi, con alogenuri benzilici o bromometil che- 
toni (Figura 3.29). Altri residui amminoacidici possono 
essere modificati utilizzando reagenti legati a coloranti 
particolari o ad altre molecole utili per l’identificazione 
o per gli studi funzionali delle proteine. 


e Laspettrometria di massa offre un metodo alternativo per 
determinare le sequenze amminoacidiche 

I moderni adattamenti della spettrometria di massa for- 
niscono un’alternativa importante ai metodi di sequenzia- 
mento che abbiamo descritto in precedenza. La spettrome- 
tria di massa è in grado di fornire una misura altamente pre- 
cisa e accurata del peso molecolare di una proteina, ma è in 
grado di fare anche molto di più. In particolare, alcune va- 
rianti della spettrometria di massa possono fornire, anche 
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in modo abbastanza rapido, le sequenze di molti segmenti 
polipeptidici relativamente corti (da 20 a 30 residui ammi- 
noacidici) presenti in un campione proteico. 

La spettrometria di massa è da lungo tempo uno stru- 
mento indispensabile in chimica. Le molecole che de- 
vono essere analizzate, dette anche analiti, sono prima 
ionizzate nel vuoto. Quando le nuove molecole cariche 
vengono introdotte in un campo elettrico e/o magneti- 
co, il percorso che compiono diventa funzione del loro 
rapporto massa/carica, m/z. Questa proprietà misurabi- 
le delle specie ionizzate può essere usata per dedurre la 
massa (m) dell’analita con una precisione molto elevata. 

La spettrometria di massa è già in uso da molti anni, 
ma prima non poteva essere applicata a macromoleco- 
le come le proteine o gli acidi nucleici. Le misure di m/z 
venivano effettuate su molecole in fase fase gassosa, e il 
riscaldamento e gli altri trattamenti necessari per porta- 
re una macromolecola in fase gassosa determinavano di 
solito anche la sua decomposizione. Nel 1988 sono state 
sviluppate due nuove tecniche per superare questo pro- 
blema. In una di queste, le proteine sono poste in una 
matrice che assorbe luce. Con un breve impulso di lu- 
ce laser le proteine sono ionizzate e poi deassorbite dal- 
la matrice solida e rilasciate in un sistema sotto vuoto. 
Questo processo, noto come matrix-assisted laser de- 
sorption/ionization mass spectrometry (MALDI MS), 
è stato usato con successo per misurare la massa di una 
grande varietà di macromolecole. In un secondo meto- 
do, altrettanto efficace, le macromolecole sono forzate a 
passare direttamente dal liquido alla fase gassosa. La so- 
luzione di analiti passa attraverso un ago carico mante- 
nuto a un alto potenziale elettrico e viene dispersa sotto 
forma di una miscela di microgocce cariche. Il solvente 
sulle gocce evapora rapidamente e gli ioni delle macro- 
molecole così generati passano senza danni nella fase 
gassosa. Questa tecnica è detta electrospray ionization 
mass spectrometry o ESI MS. I protoni aggiunti duran- 
te il passaggio attraverso l’ago portano cariche aggiunti- 
ve alla macromolecola. II rapporto m/z può essere ana- 
lizzato nella camera a vuoto. 

La spettrometria di massa è particolarmente utile per 
studi sul proteoma e sugli enzimi e per la chimica delle 
proteine in genere. La tecnica richiede quantità piccolis- 
sime di materiale e quindi può essere applicata alle picco- 
le quantità di un campione proteico estratto da un gel di 
elettroforesi bidimensionale. La massa molecolare misu- 
rata in modo accurato è uno dei parametri essenziali per 
iniziare a caratterizzare una proteina. Una volta che si è 
stabilita la massa della proteina, la spettrometria di massa 
è un metodo conveniente e accurato per rivelare cambia- 
menti di massa dovuti al legame con cofattori e ioni me- 
tallici o a modificazioni covalenti e così via. 

Il processo di determinazione della massa molecola- 
re di una proteina con l’ESI MS è illustrato nella Figura 
3.30. Mentre viene iniettata nella fase gassosa, la protei- 
na acquista dal solvente un numero variabile di protoni 
e quindi si carica positivamente. L'aggiunta di queste ca- 
riche in numero variabile crea uno spettro di specie con 
diverso rapporto m/z. Ogni picco successivo corrisponde 
a una specie diversa da quelle vicine per una carica po- 
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Figura 3.30 Spettrometria di massa di una proteina mediante 
elettrospray. (a) Una soluzione proteica è dispersa sotto forma di 
piccolissime gocce durante il passaggio attraverso un ago carico 

sotto l'influenza di un campo elettrico ad alto voltaggio. Il solvente 
evapora e gli ioni (generati in questo caso per l'aggiunta di protoni) 
entrano nello spettrometro di massa per la misura del rapporto m/z. 

Lo spettro generato (b) è costituito da un gruppo di picchi e ogni picco 
successivo (da destra verso sinistra) corrisponde a una specie che ha una 
carica positiva e un'unità di massa in più. Nella tabella è mostrata una 
trasformazione dello spettro generata al computer. 


sitiva in più o in meno e per la massa di un protone (pari 
a 1). La massa della proteina viene calcolata utilizzando 
uno dei due picchi vicini. 

La spettrometria di massa può essere utilizzata an- 
che per sequenziare frammenti piuttosto brevi di un po- 
lipeptide, un’applicazione che sta diventando insostitui- 
bile per la rapida identificazione di proteine sconosciute. 
Le informazioni sulla sequenza sono ottenute mediante 
una tecnica detta MS tandem o MS/MS. Una soluzio- 
ne contenente la proteina da caratterizzare viene prima 
trattata con una proteasi o con un reagente chimico per 
idrolizzarla in una miscela di frammenti peptidici più 
brevi. La miscela viene iniettata in uno strumento che è 
essenzialmente costituito da due spettrometri di massa 
in tandem (Figura 3.31a, in alto). Nel primo, la miscela 
di peptidi viene smistata in maniera tale che solo uno dei 
molti tipi di peptidi prodotti dal taglio emerga dall’altro 
lato. Il campione del peptide selezionato, nel quale ogni 
molecola ha una carica in qualche punto della sua strut- 
tura, viaggia attraverso una camera sotto vuoto posta 
tra i due spettrometri. In questa camera di collisione il 
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Figura 3.31 Informazioni sulla sequenza delle proteine ottenute 
con la MS tandem. (a) Dopo l'idrolisi proteolitica, la soluzione proteica 
viene iniettata in uno spettrometro di massa (MS-1). Tra i diversi peptidi 
presenti solo uno viene selezionato per ulteriori indagini. Il peptide 
scelto viene ulteriormente frammentato in una camera posta tra i due 
spettrometri di massa, e il rapporto m/z di ogni frammento prodotto 
viene misurato nel secondo spettrometro di massa (MS-2). Molti degli 
ioni che si formano durante la seconda frammentazione derivano dalla 
rottura del legame peptidico, come è mostrato nella figura. Essi sono 
detti ioni di tipo b o di tipo y, a seconda che la carica sia mantenuta, 
rispettivamente, sul lato N-terminale o C-terminale. (b) Un tipico spettro 
con picchi che rappresentano i frammenti generati da un piccolo 
peptide (21 residui amminoacidici).1 picchi identificati sono ioni di 

tipo y derivanti dai residui amminoacidici. Il numero tra parentesi 

al di sopra di ciascun picco indica il peso molecolare dello ione 
amminoacidico. | picchi successivi si differenziano per la massa di un 
particolare amminoacido nel peptide originale. La sequenza dedotta 
del peptide è riportata in alto all’interno del grafico. 


peptide viene ulteriormente frammentato mediante gli 
impatti ad alta energia con un “gas di collisione”, una pic- 
cola quantità di un gas nobile come l’elio o l’argon posta 
in questo compartimento sotto vuoto. Mediamente cia- 
scun peptide viene spezzato in un punto soltanto. Seb- 
bene le scissioni non siano di tipo idrolitico, la maggior 
parte delle frammentazioni avviene proprio a livello dei 
legami peptidici. 
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Il secondo spettrometro di massa misura poi il rappor- 
to m/z di tutti i frammenti carichi (quelli non carichi non 
sono misurabili). Tramite questo processo si ottengono 
uno o più gruppi di picchi. Ogni gruppo di picchi (Figura 
3.31b) contiene tutti i frammenti carichi che si sono for- 
mati per la rottura dello stesso tipo di legame (ma in posi- 
zione diversa nella molecola). Un insieme di picchi com- 
prende solamente quei frammenti in cui la carica è sta- 
ta mantenuta sull’estremità amminoterminale dei legami 
tagliati. Un altro insieme di picchi comprende solamente 
quei frammenti in cui la carica è stata mantenuta sull’e- 
stremità carbossiterminale dei legami tagliati. Ogni picco 
successivo in un dato gruppo ha un amminoacido in me- 
no rispetto a quello che lo precede. La differenza di massa 
tra picco e picco identifica l’amminoacido che è stato per- 
so in ciascun caso e quindi rivela la sequenza del peptide. 
La sola ambiguità che si ha nell’analisi è a livello della leu- 
cina e dell’isoleucina, che hanno la stessa massa. 

Nonostante vengano solitamente prodotti molti grup- 
pi di picchi, i due gruppi solitamente più rappresentati 
consistono, generalmente, di frammenti carichi derivanti 
dalla rottura dei legami peptidici. La sequenza ammino- 
acidica ottenuta da un gruppo di picchi può essere confer- 
mata dagli altri gruppi, aumentando ulteriormente l’at- 
tendibilità dell’informazione sulla sequenza ottenuta con 
questa tecnica. 

I diversi metodi utilizzabili per ottenere le informazio- 
ni sulla sequenza della proteine si completano l’un l’altro. 
La procedura, conosciuta come degradazione di Edman, a 
volte è conveniente da utilizzare se si desidera ottenere in- 
formazioni sulla sequenza amminoacidica di una proteina 
o di un peptide unicamente dall’estremità amminotermi- 
nale. Tale procedimento è, però, abbastanza lento e richie- 
de anche una quantità di campione maggiore rispetto alla 
spettrometria di massa. La spettrometria di massa può es- 
sere utilizzata nei casi in cui vi sia poco campione a dispo- 
sizione su cui effettuare l’analisi oppure le miscele di par- 
tenza siano piuttosto eterogenee. Questa tecnica fornisce 
informazioni sulle sequenze, ma il processo di frammen- 
tazione può lasciare dei buchi nella sequenza non preve- 
dibili. Anche se la maggior parte delle sequenze proteiche 
viene ora estrapolata dalle sequenze del DNA genomico 
(Capitolo 9) sfruttando le nostre conoscenze sul codice ge- 
netico (Capitolo 27), il sequenziamento diretto delle pro- 
teine si rende spesso necessario per identificare proteine 
non ancora conosciute. Entrambi i metodi di sequenzia- 
mento delle proteine che abbiamo descritto permettono 
l’identificazione delle nuove proteine in modo certo. La 
spettrometria di massa costituisce il metodo di elezione 
per l’identificazione delle proteine presenti in quantità 
molto piccole. Per esempio, questa tecnica è sufficiente- 
mente sensibile da poter analizzare le poche centinaia di 
nanogrammi di proteine che possono essere estratte da 
una singola banda proteica presente su di un gel di polia- 
crilammide. Il sequenziamento diretto per spettrometria 
di massa può rivelare anche l'aggiunta di gruppi fosforici 0 
altre modificazioni post-traduzionali delle proteine (Capi- 
tolo 6). Il sequenziamento ottenuto per mezzo di entram- 
bi i metodi può rivelare i cambiamenti nella sequenza di 
una proteina risultanti, negli eucarioti, da modificazioni 
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nell’RNA messaggero che codifica tale proteina (Capitolo 
26). Questi metodi, quindi, fanno tutti parte di una valida 
“cassetta degli attrezzi” utilizzata per studiare le proteine 
e le loro funzioni. 


e Piccoli peptidi e proteine possono essere sintetizzati 

con metodi chimici 
Molti peptidi sono potenzialmente utili agenti farmacolo- 
gici, quindi la loro sintesi può avere una notevole impor- 
tanza commerciale. Vi sono tre modi per ottenere un pep- 
tide: (1) la purificazione partendo da un tessuto, che è però 
difficilmente praticabile per le bassissime concentrazioni 
cellulari di alcuni peptidi; (2) l'ingegneria genetica (Capi- 
tolo 9); (3) la sintesi chimica diretta. Tecniche molto raffi- 
nate rendono la sintesi chimica diretta l'opzione migliore 
in molti casi. Oltre alle applicazioni commerciali, la sintesi 
di specifiche porzioni peptidiche che fanno parte di protei- 
ne più grandi sta diventando sempre più importante per lo 
studio della struttura e della funzione di queste molecole. 

La complessità delle proteine rende impraticabili gli 
approcci sintetici tradizionali della chimica organica per 
peptidi di più di quattro o cinque amminoacidi. Un altro 
problema è rappresentato dalla difficoltà di purificare il 
prodotto dopo ogni passaggio. 

Il progresso più rilevante in 
questa tecnologia è stato com- 
piuto da R. Bruce Merrifield 
nel 1962. L'innovazione è sta- 
ta quella di sintetizzare il pep- 
tide mantenendo una delle sue 
estremità legata ad un supporto 
solido, costituito da un polime- 
ro insolubile (resina) contenu- 
to in una colonna simile a quel- 
le utilizzate per le cromatogra- 
fie. Il peptide viene sintetizzato 
su questo supporto legando un 
amminoacido dopo l’altro e ri- 
petendo ogni volta un ciclo di reazioni chimiche standard 
(Figura 3.32). In ogni fase successiva del ciclo i gruppi chi- 
mici protettivi impediscono le reazioni indesiderate. 

La tecnologia della sintesi dei peptidi ora è automatiz- 
zata. La limitazione più importante della tecnica (una li- 
mitazione condivisa dal processo di sequenziamento della 
degradazione di Edman) consiste nell’efficienza di ciascun 
ciclo di reazioni, come si può vedere calcolando la resa 
complessiva di peptidi di varie lunghezze, quando la resa 
per l'aggiunta di ciascun nuovo amminoacido è del 96,0% 
o del 99,8% (Tabella 3.7). Se in una delle fasi la reazione 
è incompleta si può formare un’impurità (sotto forma di 
un peptide più corto) nel passaggio successivo. La chimica 
della sintesi dei peptidi è stata ottimizzata, tanto da per- 
mettere la sintesi di proteine di 100 residui amminoacidi- 
ci in pochi giorni con una resa ragionevole. Un approccio 
molto simile è stato utilizzato per sintetizzare gli acidi nu- 
cleici (vedi la Figura 8.35). Vale la pena di sottolineare che 
questa tecnologia, pur essendo straordinariamente effica- 
ce, non regge il confronto con i processi di sintesi biologica. 
Una proteina di 100 residui può essere sintetizzata in un 
batterio con estrema fedeltà in circa 5 secondi. 


R. Bruce Merrifield 
(1921-2006) 
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Sono disponibili diversi nuovi metodi per legare tra loro 
i peptidi in modo da sintetizzare catene polipeptidiche più 
lunghe o proteine. Mediante questi metodi si possono crea- 
re nuove proteine con gruppi chimici posizionati nel modo 
voluto, comprese proteine che normalmente non si trovano 
nelle cellule. Queste nuove forme di proteine ci permettono 
di utilizzare nuove vie per verificare le teorie sulla catalisi 
enzimatica, di creare proteine con nuove proprietà chimi- 
che e di progettare sequenze proteiche che si ripiegheran- 
no in strutture particolari. Quest'ultima applicazione rap- 
presenta l’ultima e definitiva verifica sulla relazione tra la 
struttura primaria di un peptide e la struttura tridimensio- 
nale che il peptide assume in soluzione. 


e Dallesequenze amminoacidiche si possono ricavare 
importanti informazioni biochimiche 

La conoscenza della sequenza amminoacidica di una pro- 
teina offre numerose informazioni su struttura tridimen- 
sionale, funzione, localizzazione cellulare ed evoluzione di 
una proteina. Molte di queste informazioni possono esse- 
re dedotte dalle somiglianze tra la proteina di interesse e 
proteine studiate in precedenza. Migliaia di sequenze am- 
minoacidiche sono oggi accessibili via Internet nelle ban- 
che dati. Comparando una nuova sequenza con tutte le se- 
quenze presenti in queste banche dati spesso si scoprono 
relazioni sorprendenti, ma anche illuminanti. 

Non è ancora ben chiaro come la sequenza amminoa- 
cidica determini la struttura tridimensionale delle protei- 
ne e non è neanche possibile prevedere o ipotizzare la fun- 
zione di una proteina a partire dalla sequenza amminoa- 
cidica. In ogni caso, sulla base della somiglianza fra le se- 
quenze amminoacidiche si possono identificare famiglie 
di proteine che hanno in comune caratteristiche struttu- 
rali e funzionali. Le singole proteine sono assegnate a una 
famiglia in base al grado di somiglianza della sequenza 
amminoacidica. I membri di una famiglia proteica gene- 
ralmente hanno il 25% o più di omologie e spesso hanno 
in comune alcune caratteristiche strutturali e funzionali. 
Alcune famiglie, però, sono identificabili solo sulla base 
di pochi residui amminoacidici cruciali per una certa fun- 
zione. Un certo numero di substrutture simili, o “domini” 
(che saranno definiti in dettaglio nel Capitolo 4), si trova- 
no in molte proteine con funzioni diversificate. Questi do- 
mini spesso assumono strutture conformazionali che han- 
no un inusuale grado di stabilità o che si sono specializzate 
per interagire con un determinato ambiente. Si possono 
anche dedurre relazioni evolutive dalle somiglianze fun- 
zionali tra famiglie di proteine. 

Alcune sequenze amminoacidiche fungono da segnali 
che determinano la localizzazione cellulare, la modifica- 
zione chimica e il tempo di emivita di una proteina. Spe- 
ciali sequenze segnale, localizzate in genere verso la ter- 
minazione amminica, vengono usate per “etichettare” al- 
cune proteine che devono essere esportate fuori dalla cel- 
lula. Altre vengono invece indirizzate verso il nucleo, sulla 
superficie cellulare, nel citosol o in altre zone della cellu- 
la. Altre sequenze agiscono da siti di legame per i gruppi 
prostetici, come ad esempio i gruppi saccaridici nelle gli- 
coproteine e i lipidi nelle lipoproteine. Alcuni di questi se- 
gnali sono ben caratterizzati e sono quindi facilmente ri- 
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H 


Viene rimossa la protezione 
al peptide completato come 
nella reazione @; il TFA 
rompe il legame estere tra il 
peptide e la resina. 


(5) 


1 


R 
Î a 
H3N-CH—C-N—CH=C-0- + F_CH3 ] 


H 


BM Tabella 3.7 Effetto della resa di ogni tappa sulla resa 
complessiva della sintesi dei peptidi 


Resa complessiva del peptide 
finale (%) quando la resa 


, Rn a ogni tappa è: 
Numero di residui ita 14 


Figura 3.32 Sintesi chimica di un peptide su un supporto 
costituito da un polimero insolubile. Le reazioni dalla © alla 

© sono necessarie per la formazione di ogni legame peptidico. Il 
gruppo 9-fluorenil-metossicarbonile (gruppo Fmoc, ombreggiato in 
azzurro) impedisce reazioni indesiderate del gruppo a-amminico del 
residuo (ombreggiatura rosa). La sintesi chimica procede dal residuo 
C-terminale al residuo N-terminale, in direzione opposta rispetto a 


nel polipeptide finale 96,0% 99,8% 
11 66 93 
21 44 96 
31 29 94 
51 13 90 
100 1,8 82 


quella della sintesi delle proteine in vivo (Capitolo 27). 
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conoscibili nella sequenza di una nuova proteina caratte- 
rizzata (Capitolo 27). 


SÒ Molte delle informazioni funzionali che si posso- 


no trarre dalle sequenze proteiche derivano dalle cosid- 
dette sequenze consenso, un termine che viene appli- 
cato anche a sequenze del DNA, dell'RNA e delle protei- 
ne. Quando si comparano sequenze di acidi nucleici 0 
di proteine, una sequenza consenso viene definita come 
quella che rispecchia le basi o gli amminoacidi più comu- 
ni in ciascuna posizione. Parti della sequenza che com- 
baciano particolarmente bene spesso rappresentano do- 
mini funzionali conservati evolutivamente. Sono dispo- 
nibili su Internet sistemi matematici che possono essere 
utilizzati per generare sequenze consenso, o per identifi- 


Box 3. 


Le sequenze consenso possono essere rappresentate in 
diversi modi. Per illustrare due tipi di convenzione, utiliz- 
zeremo le due sequenze consenso mostrate nella Figura 1: 
(a) la struttura che lega l’ATP chiamata Ansa P (vedi 
il Box 12.2); (b) la struttura che lega il Ca?* chiamata 
“EF hand” (“mano EF”; vedi la Figura 12.11). Le regole 
qui descritte sono state ricavate da quelle usate nel sito 
web PROSITE (expasy.org/prosite) per il confronto di 
sequenze; per l’identificazione degli amminoacidi viene 
utilizzato il codice a una lettera. 


}) _Sequenze consenso e sequenze logo 


[AG]-x(4)-G-K-[ST]. 


D-{W}-[DNS]-{ILVFYW}-[DENSTG]-[DNQGHRK]-{GP}- 
[LIVMC]-[DENQSTAGC]-x(2)-[DE]-[LIVMFYW]. 


Bit 


(b) N C 


Figura 1 Rappresentazione delle due sequenze consenso. 
(a) L'ansa P, una struttura che lega l’ATP; (b) la EF hand (mano EF), 
una struttura che lega il Ca?*. 


In un tipo di rappresentazione delle sequenze consenso, 
mostrata nella parte alta di (a) e (b), ciascuna posizione 
è separata dall’altra da un trattino. Le posizioni dove è 
permesso qualsiasi amminoacido sono indicate con x. 
Le ambiguità sono indicate ponendo i possibili ammi- 
noacidi tra parentesi quadre. Per esempio, in (a) [AG] 
significa Ala o Gly. Se in una posizione sono possibili tutti 
gli amminoacidi, eccetto alcuni, gli amminoacidi che non 
sono accettati vengono indicati tra parentesi graffa. Per 
esempio, in (b) {W} significa tutti gli amminoacidi eccetto 
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carle nelle sequenze delle banche dati. Il Box 3.2 illustra 
le convenzioni comuni per caratterizzare e riconoscere 
le sequenze consenso. 


© Le sequenze proteiche possono far luce 
sulla storia della vita sulla Terra 

La semplice successione di lettere con cui si indica la se- 
quenza amminoacidica di una proteina porta una lunga 
e sorprendente serie di informazioni. Man mano che so- 
no diventate disponibili sempre più sequenze proteiche, è 
aumentato sempre più il numero di informazioni che se ne 
possono dedurre. L'analisi di tutte le informazioni disponi- 
bili nelle banche dati sulle sequenze geniche e proteiche e 
sulle strutture macromolecolari ha generato un nuovo cam- 
po di indagine, chiamato bioinformatica. Questa nuova di- 
sciplina fornisce continuamente programmi computerizza- 


il Trp. La ripetizione di un elemento della sequenza viene 
indicata facendo seguire all'elemento un numero o una 
serie di numeri tra parentesi. Per esempio, in (a), x(4) 
significa x-x-x-x, x(2,4) significherebbe x-x, 0 x-x-x, 0 
x-x-x-x. Quando una sequenza è limitata all’estremità 
amminica o a quella carbossilica della sequenza, la se- 
quenza inizia rispettivamente con < 0 termina con > (non 
è il caso degli esempi riportati). La sequenza termina 
con un punto. Applicando queste regole alla sequenza 
consenso in (a), nella prima posizione si possono trovare 
AoG; nelle successive quattro posizioni può trovarsi qua- 
lunque amminoacido, seguito da una G invariante e da 
una Kinvariante; nell’ultima posizione viè unaTo una S. 
La sequenza logo è una rappresentazione grafica di un 
allineamento multiplo di amminoacidi (o di nucleotidi) 
contenente più informazioni. Ciascun logo consiste in 
una sovrapposizione di simboli per ciascuna posizione 
della sequenza. L'altezza complessiva di ciascuna sovrap- 
posizione (in bit) indica il grado di conservazione della 
sequenza in quella posizione, mentre l'altezza di ciascun 
simbolo indica la frequenza relativa dell’amminoacido (0 
del nucleotide). Perle sequenze amminoacidiche, i colori 
denotanole caratteristiche degli amminoacidi: polari (G, 
S, T,Y,C,Q, N) in verde; basici (K, R, H) in blu; acidi (D, E) 
in rosso; idrofobici (A, V, L, I, P,W, E M) in nero. La classi- 
ficazione degli amminoacidi in questo schema differisce 
da quella della Tabella 3.1 e della Figura 3.5. Gli ammino- 
acidi con catene laterali aromatiche vengono classificati 
fra gli amminoacidi non polari (E W) e polari (Y). La 
glicina, sempre difficile da classificare, viene conside- 
rata come un amminoacido polare. Si noti che, quando 
in un sito sono possibili molti amminoacidi, raramente 
essi compaiono con uguale probabilità; generalmente 
alcuni predominano. La rappresentazione logo rende 
chiaro quali sono gli amminoacidi prevalenti in una data 
posizione, quindi risulta evidente la sequenza conservata 
in una certa proteina, pur non evidenziando quali sono i 
residui amminoacidici permessi in una certa posizione, 
come nel caso della cisteina che si trova occasionalmente 
nella posizione 8 della struttura EF hand in (b). 
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ti, molti dei quali accessibili su Internet, a disposizione di 
ricercatori, studenti, o semplicemente persone interessate. 
La funzione di ogni proteina risiede nella sua struttura tri- 
dimensionale, che a sua volta è dettata in gran misura dalla 
sua struttura primaria. Quindi l’informazione biochimica 
contenuta in una sequenza proteica è limitata solo dalla no- 
stra conoscenza dei principi strutturali e funzionali alla ba- 
se di questi processi. Gli strumenti continuamente in evo- 
luzione della bioinformatica ci permettono di identificare 
in nuove proteine le loro porzioni funzionali e ci aiutano a 
stabilire le somiglianze nelle sequenze amminoacidiche e 
le loro relazioni strutturali con proteine già caratterizzate. 
Inoltre le sequenze proteiche possono fornire anche infor- 
mazioni su come le proteine si sono evolute e quindi su co- 
me si è sviluppata la vita sul nostro pianeta. 

La nascita degli studi sull’evoluzione molecolare spes- 
so si fa risalire ai lavori di Emile Zuckerkandl e Linus Pau- 
ling, che a metà degli anni ’60 proposero di utilizzare la 
sequenza dei nucleotidi e degli amminoacidi per studia- 
re l'evoluzione. Lidea era corretta: se due organismi sono 
strettamente correlati nella linea evolutiva, le sequenze 
dei loro geni e delle loro proteine dovrebbero essere simi- 
li. Le sequenze dovrebbero divergere sempre più man ma- 
no che aumenta la distanza evolutiva tra i due organismi. 
Questo approccio cominciò a essere applicato negli an- 
ni ’70, quando Carl Woese utilizzò le sequenze dell'RNA 
ribosomiale per definire gli Archaea (archeobatteri) come 
un gruppo di organismi viventi distinti dai batteri e dagli 
eucarioti (vedi la Figura 1.4). Le sequenze proteiche offro- 
no un’opportunità di definire meglio le informazioni otte- 
nute per altre vie. Con l’avvento dei progetti sui genomi, 
che hanno permesso il sequenziamento del DNA di molti 
organismi, dai batteri all'uomo, il numero di sequenze di- 
sponibili sta aumentando molto velocemente, e le infor- 
mazioni possono essere utilizzate per tracciare una storia 
dell'evoluzione biologica. Bisogna quindi imparare a leg- 
gere i geroglifici genetici. 

Levoluzione non si è sempre svolta in modo lineare ed 
è molto difficile ottenere le informazioni evolutive dalle 
sequenze proteiche. Per una data proteina, i residui am- 
minoacidici essenziali per l’attività sono rimasti gli stessi 
durante tutta l’evoluzione, invece i residui meno impor- 
tanti per la funzione possono variare nel tempo, cioè un 
amminoacido può essere stato sostituito da un altro. So- 
no questi residui variabili che possono fornire informa- 
zioni sull’evoluzione delle proteine. Però le sostituzioni 
amminoacidiche non sono sempre casuali. In alcune po- 
sizioni della struttura primaria la necessità di mantene- 
re la funzione della proteina può far sì che siano tollerate 
solo particolari sostituzioni amminoacidiche. Alcune pro- 
teine hanno più residui amminoacidici variabili di altre. 
Per queste e per altre ragioni, proteine differenti posso- 
no evolvere a velocità differenti. 

Un altro fattore che complica lo studio della storia 
dell’evoluzione è il trasferimento, anche se raro, di un ge- 
ne o di un gruppo di geni da un organismo all’altro, un 
processo chiamato trasferimento genico orizzontale. I 
geni trasferiti possono essere molto simili ai geni dell’or- 
ganismo originale da cui sono derivati, mentre tutti gli al- 
tri geni dei due organismi possono essere evolutivamen- 
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te molto distanti. Un esempio di trasferimento orizzonta- 
le dei geni è la rapida diffusione dei geni per la resistenza 
agli antibiotici nelle popolazioni batteriche. Le proteine 
che derivano da questi geni trasferiti non possono essere 
utili per lo studio dell’evoluzione dei batteri, perché han- 
no in comune con i loro organismi “ospiti” solamente una 
porzione limitata della storia evolutiva. 

Panalisi di famiglie proteiche correlate tra loro risulta 
molto utile per lo studio dell’evoluzione molecolare. Nel- 
la maggioranza dei casi le famiglie proteiche che vengo- 
no scelte per questa analisi svolgono funzioni essenziali al 
metabolismo che devono essere state presenti nelle cellule 
primitive; in questo modo si riduce fortemente la possibi- 
lità che tali funzioni siano state introdotte in tempi relati- 
vamente recenti per trasferimento genico orizzontale. Per 
esempio, una proteina chiamata EF-1a (fattore di allunga- 
mento la) è coinvolta nella sintesi delle proteine in tutti 
gli eucarioti. Una proteina simile, EF-Tu, che ha la stessa 
funzione, si trova nei batteri. Poiché le due proteine oltre 
alla funzione hanno anche sequenze in comune, si può de- 
durre che esse facciano parte di una famiglia di proteine 
che hanno un antenato comune. I membri di famiglie pro- 
teiche sono chiamati proteine omologhe, o omologhi. Il 
concetto di proteine omologhe può essere ulteriormente 
definito. Se due proteine di una famiglia (cioè due omolo- 
ghi) sono presenti nella stessa specie, esse vengono dette 
paraloghi. Proteine omologhe di specie diverse sono det- 
te ortologhi. Per studiare l'evoluzione bisogna per prima 
cosa identificare le famiglie di proteine omologhe e quindi 
utilizzarle per ricostruire il percorso evolutivo. 

Gli omologhi possono essere identificati attraverso l’u- 
so di programmi computerizzati in grado di confrontare 
due o più sequenze o di cercare in banche dati gli antenati 
di una sequenza proteica scelta. La ricerca computerizza- 
ta consiste nel sovrapporre una sequenza sull’altra, fino a 
che non si trovano sovrapposizioni soddisfacenti. Nell’am- 
bito di questo allineamento di sequenza si assegna un va- 
lore positivo ad ogni posizione in cui i residui amminoaci- 
dici delle due sequenze sono identici (il valore può varia- 
re da un programma all’altro) per fornire una misura del- 
la qualità dell’allineamento. Questa metodica non è senza 
complicazioni. Alcune volte due proteine si confrontano 
bene, per esempio a livello di due segmenti di sequenza, 
ma questi segmenti sono connessi da altre sequenze di di- 
versa lunghezza meno correlate fra loro. Quindi i due seg- 
menti di sequenza non possono essere allineati perché so- 
no “sfalsati”. Per risolvere questo problema il programma 
computerizzato introduce delle interruzioni in una delle 
sequenze per portare a registro i segmenti a confronto (Fi- 
gura 3.33). Naturalmente, se si introducono molte inter- 
ruzioni, praticamente qualsiasi sequenza può essere alli- 
neata a un’altra. Per evitare allineamenti privi di senso, i 
programmi introducono delle penalità per ogni intervallo, 
abbassando il punteggio assegnato. Attraverso i programmi 
computerizzati è possibile selezionare l'allineamento col 
punteggio massimo, cioè con il maggior numero possibile 
di residui amminoacidici identici, e con il minimo nume- 
ro di interruzioni. 

La presenza di amminoacidi identici nelle sequenze 
spesso non è sufficiente ad affermare che due proteine so- 
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E. coli TENRTIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDTHLGGEDFDSRLIHYL 
B. subtilis DEDOTILLYDLGGGTFDVSILELGDG TFEVRSTAGDNRLGGDDFDOVIIDHL 


Figura 3.33 Allineamento delle sequenze proteiche con l’uso 
degli intervalli. Viene mostrato l'allineamento di una breve sequenza 
delle proteine Hsp70 (una classe molto diffusa di chaperonine che 
aiutano il ripiegamento delle proteine) isolate da due specie batteriche 


no correlate e, cosa ancora più importante, a stabilire quan- 
to le due proteine siano vicine nell'albero evolutivo. Un’ana- 
lisi più utile prende in considerazione le proprietà chimiche 
degli amminoacidi sostituiti. Quando in una famiglia di pro- 
teine si trovano amminoacidi sostituiti, molte delle differen- 
ze possono essere conservative, cioè un residuo amminoa- 
cidico può essere sostituito da un residuo che ha proprietà 
chimiche simili. Per esempio, un residuo di Glu può essere 
sostituito in un membro della famiglia da un residuo di Asp, 
che invece si trova in un altro membro; questi amminoacidi 
sono entrambi carichi negativamente. Una tale sostituzione 
dovrebbe quindi assegnare un punteggio in un allineamen- 
to di sequenze migliore di quello assegnato ad una sostitu- 
zione non conservativa, come ad esempio la sostituzione di 
un residuo di Asp con un residuo idrofobico come la Phe. 

Per ricercare ed identificare le omologie e le relazioni 
evolutive, le sequenze proteiche (ottenute direttamente 
dal sequenziamento delle proteine o dal sequenziamento 
del DNA che le codifica) sono più utili delle sequenze di 
acidi nucleici non codificanti (quelle che non codificano 
proteine o RNA funzionali). Per un acido nucleico, costi- 
tuito da solo quattro residui differenti, l'allineamento ca- 
suale di sequenze non omologhe produrrà generalmente 
una sovrapposizione di almeno il 25%. L'introduzione di 
pochi intervalli spesso porta la percentuale dei residui so- 
vrapposti al 40% o anche oltre. Quindi la probabilità di al- 
lineamenti casuali di sequenze non correlate è abbastan- 
za alta. I venti residui amminoacidici differenti presenti 
nelle proteine diminuiscono notevolmente la probabilità 
di allineamenti casuali. 

Lanalisi computerizzata usata per generare allinea- 
menti di sequenze può essere completata da metodi che 
controllano la validità degli allineamenti. Un test abba- 
stanza comune consiste nel rimescolare a caso la sequen- 
za amminoacidica di una delle due proteine che vengono 
confrontate per generare una sequenza casuale e quindi 
allineare questa nuova sequenza con l’altra non rimesco- 


Halobacterium halobium 


in Sulfolobus solfataricus 

Dar Saccharomyces cerevisiae 
Eucarioti . 

Homo sapiens 

Batteri gram-positivi Bacillus subtilis 

Batteri gram-negativi Escherichia coli 


Figura 3.34 Una sequenza di identificazione nella famiglia 

di proteine EF-10/EF-Tu. La sequenza di identificazione 

(riquadro) è un'inserzione di 12 amminoacidi vicino all'estremità 
amminoterminale della sequenza. | residui identici in tutte le specie 
sono ombreggiati in arancione. Negli archea e negli eucarioti sono 


Intervallo 


ben studiate, l'Escherichia coli e il Bacillus subtilis. L'introduzione di 
un intervallo nella sequenza dell'Hsp70 del Bacillus subtilis permette 
un miglior allineamento dei residui amminoacidici su entrambi i lati 
dell'intervallo. Gli amminoacidi identici sono ombreggiati. 


lata. Viene assegnato un punteggio al nuovo allineamen- 
to, e il processo di mescolamento casuale della sequenza 
amminoacidica e di allineamento viene ripetuto molte vol- 
te. Eallineamento originale dovrebbe avere un punteggio 
significativamente più elevato di ogni altro punteggio ot- 
tenuto allineando sequenze rimescolate. Un risultato del 
genere aumenta la probabilità che le due proteine messe a 
confronto siano omologhe. Si noti che l’assenza di un pun- 
teggio di allineamento significativo non esclude che vi sia 
una relazione evolutiva tra le due proteine. Come vedre- 
mo nel Capitolo 4, strutture tridimensionali simili talvol- 
ta suggeriscono relazioni evolutive anche se l’omologia di 
sequenza non ha fornito indicazioni positive. 

Per poter utilizzare le famiglie proteiche nello studio 
dell’evoluzione, il ricercatore deve necessariamente iden- 
tificare i membri della famiglia con funzioni sovrapponi- 
bili nel più ampio ambito di organismi possibile. Le infor- 
mazioni ottenute da tutti i membri della famiglia possono 
quindi essere utilizzate per studiare l’evoluzione degli or- 
ganismi. Analizzando le divergenze di sequenza all’inter- 
no di famiglie proteiche selezionate è possibile suddividere 
gli organismi in classi sulla base delle loro relazioni evolu- 
tive. Le informazioni ottenute devono essere in linea con 
la fisiologia e la biochimica degli organismi. 

Alcuni segmenti di una sequenza proteica si possono 
trovare in certi organismi di un gruppo tassonomico ma 
non in altri gruppi. Queste sequenze possono essere uti- 
lizzate come sequenze di identificazione per il gruppo 
in cui esse si trovano. Un esempio significativo è l’inserzio- 
ne di 12 amminoacidi vicino alla terminazione amminica 
delle proteine EF-1a/EF-Tu in tutti gli archea e gli euca- 
rioti, ma non nei batteri (Figura 3.34). Questa particola- 
re sequenza è un buon indice biochimico che può aiutare 
a stabilire la relazione evolutiva degli eucarioti e degli ar- 
chea. Esistono altre sequenze di identificazione utili a sta- 
bilire relazioni evolutive tra gruppi di organismi a diversi 
livelli tassonomici. 


Sequenza di identificazione 
IGHVDHGKSTMVGRILLYETGSVPEHVIIEOH 
IGHVDHGKSTLVGRILLMDRGFIDEKT|VKEA 
IGHVDSGKSTTTGHILIYKCGGIDKRT|IEKF 
IGHVDSGKSTTTGHILIYKCGGIDKRT]IEKF 
IGHVDHGKSTMVGR ITTV 
IGHVDHGKTTLTAA ITTV 


presenti sequenze di identificazione, anche se leggermente diverse 
nei due gruppi. La differenza nella sequenza riflette la divergenza 
evolutiva che è avvenuta dopo che la sequenza è comparsa per la 
prima volta in un antenato comune a entrambi i gruppi. 


CAPITOLO 3 
112 Amminoacidi, peptidi e proteine 


Considerando l’intera sequenza di una proteina i ricer- 
catori possono ora costruire alberi evolutivi con molte spe- 
cie in ciascun gruppo tassonomico. La Figura 3.35 presen- 
ta uno di questi alberi costruito per i batteri e basato sulle 
divergenze di sequenza della proteina GroEL (una protei- 
na presente in tutti i tipi di batteri coinvolta nell’avvolgi- 
mento delle proteine). albero può essere meglio defini- 
to utilizzando le sequenze di più proteine, e aggiungendo 
alle informazioni sulla sequenza i dati sulle proprietà bio- 
chimiche e fisiologiche proprie di ciascuna specie. Vi so- 
no molti metodi per costruire gli alberi evolutivi, ciascuno 
con i suoi vantaggi e svantaggi, ed anche molti modi di rap- 
presentare le relazioni evolutive. Nella Figura 3.35 i punti 
terminali liberi delle diverse linee, chiamati “nodi ester- 
ni”, rappresentano le specie attuali indicate. I punti dove 
due linee si incontrano, i “nodi interni”, rappresentano le 
specie ancestrali progenitrici estinte. Nella maggior parte 
delle rappresentazioni (vedi la Figura 3.35), la lunghezza 
delle linee che uniscono i nodi è proporzionale al numero 
delle sostituzioni amminoacidiche che separano una spe- 
cie dall’altra. Se partendo da due specie esistenti si giunge 
ad un nodo comune interno (che rappresenta il progenito- 
re comune estinto delle due specie), la lunghezza del seg- 
mento che connette ciascun nodo esterno al nodo interno 
è proporzionale al numero delle sostituzioni amminoaci- 
diche che separa la specie attuale dal suo progenitore an- 
cestrale. La somma delle lunghezze di tutti i segmenti che 
connettono una specie attuale ad un’altra specie attuale at- 
traverso un progenitore comune ancestrale riflette il nu- 
mero delle sostituzioni che separano le due specie. Per de- 
terminare qual è stato il tempo necessario alle varie specie 
per divergere, l'albero deve essere calibrato sulla base del- 
le informazioni ottenute dai reperti fossili e da altre fonti. 

Man mano che si rendono disponibili nelle banche dati 
informazioni sulle sequenze proteiche, si possono costruire 


Er Chlamydia trachomatis 
Clamidie ana 
Chlamydia psittaci 


Batteroidi © Porphyromonas gingivalis 


Sie È Helicobacter pylori 
Legionella pneumophila 


Pseudomonas aeruginosa 


y 
Yersinia enterocolitica 

‘ql Salmonella typhi 

3 Escherichia coli 
Ss 

e) _ p C Neisseria gonorrhoeae 
2 sg 

o Rickettsia 

[a tsutsugamushi 

a Bradyrhizobium japonicum 


Agrobacterium tumefaciens 


0,1 sostituzioni/sito 


Zymomonas mobilis 


Figura 3.35 Albero evolutivo ottenuto dal confronto delle 
sequenze amminoacidiche. Un albero evolutivo dei batteri, 
basato sulla divergenza di sequenza osservata nella famiglia delle 
proteine GroEL. In questo albero (in basso a destra) sono inseriti 
anche i cloroplasti (chl.) di alcune specie non batteriche. 
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alberi evolutivi basati su più proteine. Essi possono essere 
sempre meglio definiti, man mano che emergono informa- 
zioni sui genomi ottenute con sofisticati metodi di analisi. 
La ricerca in questa direzione è rivolta a creare un albero 
dettagliato degli esseri viventi in grado di descrivere l’evo- 
luzione e le relazioni evolutive di ogni organismo sulla Ter- 
ra. Si tratta naturalmente di una ricerca tuttora in corso (Fi- 
gura 3.36). Le domande che ci poniamo sono fondamentali 
per capire come gli uomini devono considerare se stessi e il 
mondo che li circonda. Levoluzione molecolare è un cam- 
po di ricerca che promette di essere uno dei più stimolanti 
nella ricerca scientifica del XXI secolo. 


Sommario 3.4 
Struttura delle proteine: struttura primaria 

e Le differenze funzionali delle proteine sono il risulta- 
to di differenze nella composizione amminoacidica e 
nelle sequenze. Si possono trovare alcune variazioni di 
sequenza in proteine particolari, che però non hanno 
effetto, o hanno scarso effetto, sulla funzione. 

e Le sequenze amminoacidiche possono essere dedotte 
mediante frammentazione dei polipeptidi in peptidi 
più piccoli, utilizzando reagenti che rompono specifici 
legami peptidici. Si determina poi la sequenza ammi- 
noacidica di ciascun frammento, utilizzando la degra- 
dazione di Edman automatizzata. Si ordinano poi i 
frammenti peptidici cercando le sequenze sovrappo- 
nibili tra i frammenti generati con reagenti diversi. La 
sequenza di una proteina può essere dedotta anche 
dalla sequenza dei nucleotidi dei corrispondenti geni 
nel DNA o per spettrometria di massa. 

e Piccole proteine e peptidi (fino a circa 100 residui) pos- 
sono essere sintetizzati chimicamente. Il peptide viene 
sintetizzato legando un amminoacido per volta, men- 
tre il peptide è legato ad un supporto solido. 
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dI 
Streptomyces coelicolor ] E 
I Sh 
alto E 
Mycobacterium leprae GTC è 
Mycobacterium tuberculosis S 
Streptomyces albus [gene] È 
Cyanidium caldarium chl. 
Spoiechogpes Cianobatteri 


Ricinus communis chl. e cloroplasti 


. \ Triticum aestivum chl. 
Brassica napus chl. 
Arabidopsis thaliana chl. 
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Batteri 


d/e purpurei 


Spirochete 


Fusobatteri 
Flessibatteri/battericidi 


Cianobatteri 


Thermus 


Aquifex 


e Le sequenze proteiche sono una fonte di informazione 
sulla struttura e sulla funzione delle proteine, ed anche 
sull'evoluzione della vita sulla Terra. Esistono metodi 
sofisticati per studiare l'evoluzione, basati sull’anali- 
si delle differenze delle sequenze amminoacidiche di 


proteine omologhe. 


&N Termini chiave 


Gram-positivi, 
Gram-positivi, a basso G+C 
ad alto G+C 


Archaea 


Euryarchaeota 
Korarchaeota 


Mitocondri 


Thermotogales 


Cloroplasti 


LUCA 


Crenarchaeota 
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Arimali Eucarioti 
Piante Funghi 
Muffe del fango Microsporidi 
(mixomiceti) 


Entamebe 
Apicomplessi (per esempio plasmodio) 


Euglenoidi 


Cinetoplasti (per esempio tripanosoma) 


Parabasali (per esempio Trichomonas) 


Matamondi (per esempio Giardia) 


Figura 3.36 Un albero evolutivo della vita. L'albero 
è stato costruito sulla base di molte differenti sequenze 
proteiche analizzate e su altre caratteristiche genomiche. L'albero 


presenta solo una parte delle informazioni disponibili, ed anche una 
parte dei problemi che devono ancora essere risolti. Ciascun gruppo 
ancora esistente ha una storia evolutiva complessa. LUCA è l'ultimo 


progenitore comune universale da cui si sono evolute tutte le altre forme 


di vita. Le frecce verdi e blu indicano l'assimilazione endosimbiotica 
di particolari tipi di batteri in cellule eucariotiche per diventare poi, 
rispettivamente, mitocondri e cloroplasti (vedi la Figura 1.38). 
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Dougherty, D.A. (2000) Unnatural amino acids as 
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Kreil, G. (1997) p-Amino acids in animal peptides. 
Annu. Rev. Biochem. 66, pp. 337-345. 

Un aggiornamento sulla presenza di questi rari 
stereoisomeri di amminoacidi. 

Meister, A. (1965) Biochemistry of the Amino Acids, 2° 
ed., Academic Press, Inc., New York. 

Un trattato enciclopedico su proprietà, distribuzione e 
metabolismo degli amminoacidi. 


* Peptidi e proteine 


Creighton, T.E. (1992) Proteins: Structures and Molecular 
Properties, 2° ed., W.H. Freeman and Company, New York. 
Una fonte di molte informazioni generali. 


* Lavorare con le proteine 


Dunn, M.J., e Corbett, J.M. (1996) Two-dimensional 
polyacryl-amide gel electrophoresis. Methods Enzymol. 


271, pp. 177-203. 


Una dettagliata descrizione della tecnica. 
Kornberg, A. (1990) Why purify enzymes? Methods 


Euzymol. 182, pp. 1-5. 
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Il ruolo fondamentale della biochimica classica nella 
scienza. 

Scopes, R.K. (1994) Protein Purification. Principles and 
Practice, 3° ed., Springer-Verlag, New York. 

Una buona fonte per una più completa descrizione dei 
principi alla base della cromatografia e di altri metodi. 


* Struttura primaria delle proteine ed evoluzione 
Andersson, L., Blomberg, L., Flegel, M., Lepsa, L., 
Nilsson, B., e Verlander, M. (2000) Large-scale 
synthesis of peptides. Biopolymers 55, pp. 227-250. 

Una discussione sulle tecniche di sintesi dei peptidi 
farmacologicamente attivi. 

Dell, A., e Morris, H.R. (2001) Glycoprotein structure 
determination by mass spectrometry. Science 291, pp. 
2351-2356. 

Le glicoproteine hanno strutture molto complesse; la 
spettrometria di massa è il metodo di elezione per 
studiarle. 

Delsuc, F., Brinkmann, H., e Philippe H. (2005) 
Phylogenomics and the reconstruction of the tree of life. 
Nat. Rev. Genet. 6, pp. 361-375. 

Gogarten, J.P., e Townsend, J.P. (2005) Horizontal 
gene transfer, genome innovation and evolution. Nat. 
Rev. Microbiol. 3, pp. 679-687. 

Gygi, S.P., e Aebersold, R. (2000) Mass spectrometry 
and proteomics. Curt. Opin. Chem. Biol. 4, pp. 489-494. 
Eutilizzo della spettrometria di massa per identificare e 
studiare le proteine cellulari. 

Koonin, E.V., Tatusov, R.L., e Galperin, M.Y. (1998) 
Beyond complete genomes: from sequence to structure 
and function. Curr. Opin. Struct. Biol. 8, pp. 355-363. 
Un'utile discussione sugli sviluppi che potranno derivare 
dal numero sempre crescente di informazioni sulle 
sequenze proteiche. 

Li, W.-H., e Graur, D. (2000) Fundamentals of 
Molecular Evolution, 2? ed., Sinauer Associates, Inc., 
Sunderland, MA. 

Un testo ben scritto che illustra i metodi di analisi delle 
sequenze delle proteine e degli acidi nucleici. Il Capitolo 
5 contiene un’ottima descrizione su come si costruisce 
un albero evolutivo a partire dai dati sulle sequenze 
amminoacidiche. 

Mayo, K.H. (2000) Recent advances in the design and 
construction of synthetic peptides: for the love of basics 
or just for the technology of it. Trends Biotechnol. 18, 
pp. 212-217. 

Miranda, L.P., e Alewood, P.F. (2000) Challenges for 
protein chemical synthesis in the 21st century: bridging 
genomics and proteomics. Biopolymers 55, pp. 217-226. 
Questo lavoro e quello di Mayo (vedi sopra) descrivono 
come sintetizzare i peptidi e unirli l'uno all’altro, per 
rispondere a tutta una serie di quesiti della biochimica 
delle proteine. 

Ramisetty, S.R., e Washburn, M.P. (2011) Unraveling 
the dynamics of protein interactions with quantitative 
mass spectrometry. Crit. Rev Biochem. Mol. Biol. 46, 

pp. 216-228. 

Rokas, A., Williams, B.L., King, N., e Carroll, S.B. 
(2003) Genome-scale approaches to resolving 
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incongruence in molecular phylogenies. Nature 425, pp. 
798-804. 

Come il confronto delle sequenze proteiche può fornire 
preziose informazioni sull’evoluzione. 

Sanger, F. (1988) Sequences, sequences, sequences. 
Annu. Rev. Biochem. 57, pp. 1-28. 

Un’interessante rassegna storica su come si sono 
sviluppati i metodi per la determinazione delle 
sequenze. 

Snel, B., Huynen, M.A., e Dutilh B.E. (2005) Genome 
trees and the nature of genome evolution. Annu. Rev 
Microbiol. 59, pp. 191-209. 

Steen, H., e Mann, M. (2004) the ABC’s (and XYZ's) of 
peptide sequencing. Nat. Rev Mol. Cell. Biol. 5, pp. 
699-711. 

Zuckerkandl, E., e Pauling, L. (1965) Molecules as 
documents of evolutionary history. /. Theor: Biol. 8, pp. 
357-366. 

Molti considerano questo lavoro come il fondamento 
della disciplina dell’evoluzione molecolare. 


=N Problemi 


1. Configurazione assoluta della citrullina. La citrulli- 
na isolata dal cocomero ha la struttura mostrata sotto. 
È un amminoacido della serie 1- o della serie p-? Spie- 
gate perché. 
CHs(CH,)NH —C—NHy 
H- C=NH, ù 
C00° 
2. Relazione tra curva di titolazione e proprietà aci- 
do-base della glicina. 100 mL di una soluzione 0,1 Mm di 
glicina a un pH di 1,72 vengono titolati con una solu- 
zione di NaOH 2 m. Durante la titolazione viene conti- 
nuamente misurato il pH e i risultati vengono messi in 
grafico (vedi la figura sotto). I punti chiave della titola- 
zione sono indicati con i numeri romani da I a V diret- 
tamente sul grafico. Per ciascuna delle domande da (a) 
a (0) identificate il punto chiave appropriato della tito- 
lazione e giustificate la vostra scelta. 


12 


| 11,30 


1 


pH 


0,5 1,0 1,5 2,0 
OH” (equivalenti) 
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(a) La forma predominante di glicina è *H3N-CH;- 
COOH. 

(b) La carica netta media della glicina sarà + î, 

(c) Metà delle molecole avranno il loro gruppo ammi- 
nico ionizzato. 

(d) Il pH è uguale al valore di pK, del gruppo carbos- 
silico. 

(e) Il pH è uguale al valore di pK, del gruppo ammini- 
co protonato. 

(f) La glicina presenta la massima capacità tamponante. 

(g) La carica netta media della glicina è 0. 

(h) Il gruppo carbossilico è stato completamente tito- 
lato (primo punto di equivalenza). 

(i) La glicina è completamente titolata (secondo pun- 
to di equivalenza). 

(j) La specie ionica predominante è *H3N-CH;-C007. 

(k) La carica netta media della glicina è —1. 

(1) La glicina è presente prevalentemente come una 
miscela 50:50 di *H}N-CH;-COOH e *H3N-CH;- 
COO”. 

(m) Questo è il punto isoelettrico. 

(n) Questa è la fine della titolazione. 

(0) Queste regioni sono prive di capacità tamponante. 

Quanta alanina è presente come specie completa- 

mente priva di carica? A un pH uguale al punto iso- 

elettrico, la carica netta dell’alanina è zero. Le struttu- 
re dell’alanina con carica netta pari a zero sono due 

(una forma priva di carica e una forma zwitterionica), 

ma quella predominante al punto isoelettrico è quella 

zwitterionica: 


e °° (°° 
H3N ? C _ HyN È C 
H O H OH 
Zwitterionica Completamente priva di carica 


(a) Spiegate perché l’alanina al suo pI è nella forma 
zwitterionica piuttosto che in quella completamen- 
te priva di carica. 

(b) Quale frazione di alanina è presente nella forma 
completamente priva di carica al suo pI? Spiegate 
la vostra risposta. 

Stato di ionizzazione dell’istidina. Ogni gruppo io- 

nizzabile di un amminoacido può trovarsi nello stato 

carico oppure nello stato neutro. La carica elettrica sul 

gruppo funzionale è determinata dalla relazione tra il 

suo pK, e il pH della soluzione. Questa relazione è de- 

scritta dall’equazione di Henderson-Hasselbalch. 

(a) L’istidina ha tre gruppi funzionali ionizzabili: scri- 
vete le reazioni delle tre ionizzazioni ed assegnate 
a ciascuna il valore di pK,. Disegnate la struttura 
dell’istidina in ognuno dei tre stati. Qual è la carica 
netta sulla molecola di istidina in ogni stato ioniz- 
zato? 

(b) Disegnate le strutture degli stati ionizzati predo- 
minanti dell’istidina a pH 1, 4, 8 e 12. Notate che lo 
stato di ionizzazione può essere ricavato in modo 
approssimativo considerando ogni gruppo separa- 
tamente. 

(c) Qual è la carica netta dell’istidina a pH 1, 4,8 e 12? 
A ogni valore di pH l’istidina migrerà verso il ca- 


Sa 
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todo (—) o verso l’anodo (+) se posta in un campo 

elettrico? 
Separazione degli amminoacidi mediante croma- 
tografia a scambio ionico. Le miscele di amminoa- 
cidi possono essere analizzate in primo luogo sepa- 
rando i loro componenti mediante cromatografia a 
scambio ionico: gli amminoacidi vengono fatti passare 
su una resina cationica contenente gruppi solfonato 
(-SO; ) (vedi la Figura 3.17a) e fluiscono a veloci- 
tà diverse a causa di due fattori che rallentano il lo- 
ro movimento: (1) l’attrazione ionica tra i gruppi sol- 
fonato della colonna e i gruppi carichi positivamen- 
te degli amminoacidi; (2) le interazioni idrofobiche 
tra le catene laterali degli amminoacidi e lo scheletro 
fortemente idrofobico della resina polistirenica. Per 
ogni coppia di amminoacidi riportata sotto, determi- 
nate quale amminoacido sarà eluito per primo da una 
colonna a scambio cationico in un tampone a pH 70. 
(a) AspeLys (b) Arge Met 
(c) Glue Val (d) Gly e Leu 
(e) Ser e Ala 
Nomenclatura degli stereoisomeri dell’isoleucina. La 
struttura dell’amminoacido isoleucina è: 


COO7 
x 
HN-C-H 
H-g- CH; 
pi 
CH; 


(a) Quanti centri chirali possiede? 

(b) Quanti isomeri ottici esistono? 

(c) Disegnate le formule di tutti gli isomeri ottici dell’i- 

soleucina. 

Confronto tra i valori di pK, dell’alanina e della 
polialanina. La curva di titolazione dell’amminoaci- 
do alanina mostra la ionizzazione di due gruppi fun- 
zionali con valori di pK, di 2,34 e 9,69, corrispondenti 
alla ionizzazione del gruppo carbossilico e del gruppo 
amminico protonato. La titolazione di oligopeptidi di 
alanina contenenti due, tre o più residui mostra la io- 
nizzazione di due soli gruppi funzionali, anche se i va- 
lori sperimentali di pK, sono diversi. La serie di valori 
di pK, è riportata nella tabella. 


Amminoacido o peptide pKi pK. 
Ala 2,34 9,69 
Ala-Ala 3,12 8,30 
Ala-Ala-Ala 3,39 8,03 
Ala-(Ala), -Ala, n = 4 3,42 794 


(a) Disegnate la struttura del tripeptide Ala-Ala-Ala. 
Identificate i gruppi funzionali associati ai due va- 
lori di pK e pKo. 

(b) Perché il valore di pKj aumenta quando viene ag- 
giunto un residuo di alanina all’oligopeptide Ala? 

(c) Perché il valore di pK, diminuisce quando viene ag- 
giunto un residuo di alanina all’oligopeptide Ala? 

La dimensione di una proteina. Qual è il peso mo- 

lecolare approssimato di una proteina con 682 residui 

amminoacidici in una sola catena polipeptidica? 
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9. Il numero dei residui di triptofano nell’albumina 


1 


1 


1 


1 


1 


0 


1. 


2. 


3. 


da 


del siero bovino. l’analisi quantitativa degli ammino- 

acidi nell’albumina del siero bovino (BSA) ha rivelato 

che la proteina contiene lo 0,58% in peso di triptofano, 

che ha una massa molecolare pari a 204. 

(a) Calcolate la massa molecolare minima dell’albumi- 
na del siero bovino (cioè supponendo che possieda 
un solo residuo di triptofano per molecola proteica). 

(b) La massa molecolare valutata mediante cromato- 
grafia a esclusione molecolare della BSA è di circa 
70 000. Quanti residui di triptofano sono presenti 
in una molecola di albumina? 


. Composizione in subunità di una proteina. Col me- 


todo della cromatografia ad esclusione molecolare, la 
massa molecolare di una proteina risulta essere di 400 
kDa. Se sottoposta a gel elettroforesi in presenza di so- 
dio dodecilsolfato (SDS), la proteina dà tre bande le cui 
masse molecolari corrispondono a 180, 160 e 60 kDa. 
Se l’elettroforesi viene effettuata in presenza di SDS e 
ditiotreitolo, si formano sempre tre bande le cui mas- 
se molecolari sono però 160, 90 e 60 kDa. Determinate 
la composizione in subunità della proteina. 

La carica elettrica netta dei peptidi. Un peptide ha 
sequenza 


Glu-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly 


(a) Determinate la carica netta del peptide a pH 3, 8 e 
11. (Usate i valori di pK, delle catene laterali e dei 
gruppi ammino- e carbossiterminali riportati nella 
Tabella 3.1.) 

(b) Determinate il pI del peptide. 

Il punto isoelettrico della pepsina. Pepsina è il no- 

me che è stato dato a diversi enzimi digestivi secre- 

ti (sotto forma di precursori proteici più grandi) da 
ghiandole che si trovano nello stomaco. Queste ghian- 
dole secernono anche acido cloridrico, che scioglie la 
materia particolata del cibo consentendo alla pepsi- 
na di tagliare enzimaticamente le singole molecole 
proteiche. La risultante miscela di cibo, HCI ed enzi- 

mi digestivi è nota come chimo ed ha un pH di circa 

1,5. Quale valore di pI si può prevedere per la pepsi- 

na? Quali gruppi funzionali devono essere presenti 

per dare questo pI alla pepsina? Quali amminoacidi 
hanno questi gruppi? 

Il punto isoelettrico degli istoni. Gli istoni sono pro- 

teine localizzate nei nuclei delle cellule eucariotiche. 

Essi sono saldamente legati al DNA, che contiene molti 

gruppi fosforici. II pI degli istoni è molto elevato, circa 

10,8. Quali residui amminoacidici devono essere pre- 

senti in quantità relativamente elevata negli istoni? In 

che modo questi residui contribuiscono a mantenere 
gli istoni legati al DNA? 


. Solubilità dei polipeptidi. Un metodo utilizzato per 


separare i polipeptidi sfrutta le loro diverse solubilità. 
La solubilità dei polipeptidi di grandi dimensioni in 
acqua dipende dalla polarità relativa dei loro gruppi 
Rein particolare dal numero di gruppi ionizzati: più 
gruppi ionizzati vi sono, più il polipeptide è solubile. 
Quale polipeptide di ogni coppia riportata di seguito è 
più solubile al pH indicato? 


15. 


16. 


17. 
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(a) (Gly)20 oppure (Glu)z a pH 70 

(b) (Lys-Ala); oppure (Phe-Met); a pH 70 

(c) (Ala-Ser-Gly); oppure (Asn-Ser-His); a pH 6,0 

(d) (Ala-Asp-Gly); oppure (Asn-Ser-His); a pH 3,0 
Purificazione di un enzima. Un biochimico scopre e 
purifica un nuovo enzima seguendo le tappe descritte 
nella tabella di purificazione riportata qui sotto. 


Proteine 
totali Attività 
ra ing) fentd) 

1. Estratto grezzo 20 000 4000 000 
2. Precipitazione (con sali) 25 000 3 000 000 
3. Precipitazione (con il pH) 24 000 1000 000 
4. Cromatografia a scambio ionico 24 200 1800 000 
5. Cromatografia per affinità 20 050 1750 000 
6. Cromatografia per esclusione 20 045 1675 000 


molecolare 


(a) Dalle informazioni presenti nella tabella calcolate 
l’attività specifica della soluzione enzimatica dopo 
ogni tappa della procedura di purificazione. 

(b) Quale delle procedure utilizzate per questo enzi- 
ma si è rivelata la più efficace (per esempio in gra- 
do di consentire il maggior incremento relativo di 
purezza)? 

(c) Quale invece è la meno efficace? 

(d) Dai dati mostrati nella tabella vi sono indicazioni 
che dopo la tappa 6 della procedura l’enzima sia 
allo stato puro? Che cos’altro si potrebbe fare per 
stabilire la purezza della preparazione enzimati- 
ca? 

Dialisi. Una proteina purificata è stata solubilizzata in 

tampone Hepes (N-(2-idrossi-etil)piperazina-N'-(2-aci- 

do etansolfonico)) a pH 7 con NaCl 500 mM. Un campio- 
ne (1 mL) della soluzione proteica viene trasferito in un 
tubo costituito da una membrana semipermeabile e dia- 
lizzato contro 1 L dello stesso tampone Hepes non con- 
tenente NaCI. Le piccole molecole e gli ioni (come PNa*, 

il CI” e ’Hepes) possono diffondere attraverso la mem- 

brana da dialisi, ma non le proteine. 

(a) Una volta che la dialisi ha raggiunto l’equilibrio, 
qual è la concentrazione dell’NaCI nel campione 
proteico? Ipotizzate che il volume del campione 
non cambi durante la dialisi. 

(b) Se il campione iniziale (1 mL) venisse dializzato due 
volte, in successione, contro 100 mL dello stesso tam- 
pone Hepes senza NaC], quale sarebbe la concentra- 
zione finale dell’NaCI del campione? 

Purificazione dei peptidi. A pH 70, in quale ordine 

eluiranno i seguenti tre peptidi da una colonna riem- 

pita con un polimero scambiatore di cationi? La loro 
composizione amminoacidica è la seguente: 


Peptide A: Ala 10%, Glu 5%, Ser 5%, Leu 10%, Arg 10%, 
His 5%, Ile 10%, Phe 5%, Tyr 5%, Lys 10%, Gly 10%, 
Pro 5% e Trp 10%. 


Peptide B: Ala 5%, Val 5%, Gly 10%, Asp 5%, Leu 5%, 
Arg 5%, Ile 5%, Phe 5%, Tyr 5%, Lys 5%, Trp 5%, Ser 5%, 
Thr 5%, Glu 5%, Asn 5%, Pro 10%, Met 5% e Cys 5%. 
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Peptide C: Ala 10%, Glu 10%, Gly 5%, Leu 5%, Asp 10%, 
Arg 5%, Met 5%, Cys 5%, Tyr 5%, Phe 5%, His 5%, Val 
5%, Pro 5%, Thr 5%, Ser 5%, Asn 5% e Gln 5%. 


18. Determinazione della sequenza del peptide del 


cervello leucina-encefalina. Dal tessuto cerebrale 
di un soggetto normale è stato isolato un gruppo di 
peptidi che influenzano la trasmissione nervosa in al- 
cune parti del cervello. Questi peptidi sono conosciuti 
come composti oppioidi, in quanto si legano a recet- 
tori specifici che riconoscono anche farmaci oppioidi 
come la morfina e il naloxone. I peptidi oppioidi mi- 
mano quindi l’effetto dei farmaci oppioidi. Alcuni ri- 
cercatori considerano questi peptidi come modulatori 
della sensibilità al dolore. Usando le informazioni ri- 
portate di seguito determinate la sequenza della leu- 
cina-encefalina. Spiegate come la struttura che avete 
ricavato corrisponda alle informazioni. 

(a) Lidrolisi completa mediante HCI 6 m a 110 °C, se- 
guita dall’analisi degli amminoacidi, ha rivelato la 
presenza di Gly, Leu, Phe e Tyrin un rapporto mo- 
lare di 2:1:1:1. 

(b) Il trattamento del peptide con 1-fluoro-2,4-dinitro- 
benzene, seguito da idrolisi completa e cromato- 
grafia, ha rivelato la presenza di un derivato 2,4-di- 
nitrofenilico della Tyr. Non è stata trovata tirosina 
libera. 

(c) La digestione completa del peptide con chimotrip- 
sina, seguita da cromatografia, produce tirosina e 
leucina libere e un tripeptide contenente Phe e Gly 
in un rapporto di 1:2. 


19.Struttura di un peptide antibiotico di Bacillus 


brevis. Gli estratti ottenuti dal batterio Bacillus bre- 

vis contengono un peptide con proprietà antibiotiche. 

Questi peptidi antibiotici formano complessi con me- 

talli e sembrano disturbare il trasporto ionico attra- 

verso la membrana di altre specie batteriche, ucciden- 
dole. La struttura del peptide è stata determinata me- 
diante le seguenti osservazioni. 

(a) Lidrolisi acida completa del peptide seguita dall’a- 
nalisi degli amminoacidi ha rivelato quantità equi- 
molari di Leu, Orn, Phe, Pro e Val. Orn è l’ornitina, 
un amminoacido non riscontrato nelle proteine, ma 
presente in alcuni peptidi. La sua struttura è 


H 
C— C00- 
*NH; 


D 
H;N— CH,— CH,— CH, 


(b) La massa molecolare del peptide è stata valutata 
intorno a 1200. 

(c) Quando viene trattato con l'enzima carbossi- 
peptidasi, il peptide non va incontro a idrolisi. Que- 
sto enzima catalizza l’idrolisi del residuo C-termi- 
nale di un polipeptide, a meno che non sia Pro 0, 
per determinati motivi, non contenga un gruppo 
carbossilico libero. 

(d) Il trattamento del peptide intatto con 1-fluoro-2,4- 
dinitrobenzene, seguito da idrolisi completa e cro- 
matografia, genera soltanto amminoacidi liberi e il 
derivato riportato di seguito. 
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NO; 
ù 

O,N NH CH, — CH, — CH, _C—C00 
*NHy 


(Suggerimento: osservate che il derivato 2,4-dinitrofe- 

nilico coinvolge il gruppo amminico di una catena la- 

terale invece di un gruppo a-amminico.) 

(e) Lidrolisi parziale del peptide, seguita da separazio- 
ne cromatografica e sequenziamento, ha prodotto 
i seguenti di- e tripeptidi (l'’amminoacido ammino- 
terminale è sempre a sinistra): 


Leu-Phe Phe-Pro Orn-Leu Val-Orn 
Val-Orn-Leu Phe-Pro-Val Pro-Val-Orn 


In base a queste informazioni, determinate la sequenza 
amminoacidica del peptide antibiotico. Indicate anche 
le vostre argomentazioni. Una volta stabilita la struttu- 
ra, dimostrate che questa è in accordo con tutte le 0s- 
servazioni sperimentali citate in precedenza. 


20. Efficienza del sequenziamento dei peptidi. Un 


peptide con struttura primaria Lys-Arg-Pro-Leu-Ile- 
Asp-Gly-Ala viene sequenziato con la degradazione 
di Edman. Se ogni ciclo della metodica di Edman ha 
un'efficienza del 96%, quale percentuale di ammino- 
acidi liberi al quarto ciclo sarebbe leucina? Ripetete 
il calcolo, supponendo che l’efficienza sia del 99% ad 
ogni ciclo. 


21. Confronto di sequenze. Le proteine chiamate chape- 


ronine (descritte nel Capitolo 4) aiutano il processo di 
avvolgimento delle proteine. Una classe di chaperoni- 
ne presenti in tutti gli organismi, dai batteri ai mam- 
miferi, è quella della proteina dello shock termico 90 
(Hsp90). Tutte le Hsp90 contengono una “sequenza di 
riconoscimento” di 10 amminoacidi, che permette di 
riconoscerle facilmente nelle banche dati. Sono qui ri- 
portati due modi di rappresentare queste sequenze di 
riconoscimento. 


Y-x-[NQHD]-[KHR]- -[IVA]-F-[LM]-R 


YSNKEI FLRE 


. È 


Bit 


(a) In questa sequenza, quali sono gli amminoacidi in- 
varianti (conservati in tutte le specie)? 

(b) In quale(i) posizione(i) sono permessi solo ammi- 
noacidi con una catena laterale carica positivamen- 
te? Per ciascuna posizione, qual è l'’amminoacido 
che vi si trova più comunemente? 

(c) In quale(i) posizione(i) sono permessi solo ammi- 
noacidi con una catena laterale carica negativamen- 
te? Per ciascuna posizione, qual è l’amminoacido 
che vi si trova più comunemente? 

(d) C'è una posizione che può essere occupata da un 
qualunque amminoacido, anche se un amminoaci- 
do la occupa con maggior frequenza. Qual è la po- 
sizione, e qual è l’amminoacido? 
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22. Metodi cromatografici. In una miscela sono presenti Cromatografia su carta. Questa versione della cromato- 


tre polipeptidi, le cui sequenze sono riportate qui di se- 
guito secondo il codice a una lettera degli amminoacidi: 


1. ATKNRASCLVPKHGALMFWRHKQLVSDPILQKR 
QHILVCRNAAG 

2. GPYFGDEPLDVHDEPEEG 

3. PHLLSAWKGMEGVGKSQOSFAALIVILA 


Quale dei tre polipeptidi dovrebbe migrare più lenta- 

mente durante una cromatografia attraverso: 

(a) una resina a scambio ionico, le cui particelle siano 
rivestite di gruppi carichi positivamente? 

(b) una resina a scambio ionico, le cui particelle siano 
rivestite di gruppi carichi negativamente? 

(c) una colonna per esclusione molecolare (gel filtra- 
zione), ideata e messa a punto per separare i pic- 
coli peptidi proprio come questi? 

(d) quale polipeptide contiene il motivo di legame 
dell'ATP mostrato nella rappresentazione di se- 
quenza seguente? 


grafia su strato sottile (vedi la Figura 10.25) separava i 
diversi composti sulla base delle loro proprietà chimi- 
che (solubilità in acqua o in solventi organici), e per- 
metteva l’identificazione dei singoli amminoacidi, in 
qualche caso anche di dipeptidi. La cromatografia su 
strato sottile permette la separazione anche di peptidi 
di grandi dimensioni. 

Come riportato nel loro primo lavoro (1945), Sanger e 
collaboratori trattarono l’insulina con ’FDNB e idro- 
lizzarono la proteina risultante. Trovarono molti am- 
minoacidi liberi, ma solo tre DNP-amminoacidi: l’a- 
DNP-glicina (col gruppo DNP legato al gruppo a-am- 
minico); l’a-DNP-fenilalanina; e ’e-DNP-lisina (col 
gruppo DNP legato al gruppo e-amminico). Questi ri- 
sultati suggerirono a Sanger che l’insulina era formata 
da due catene proteiche: una con la Gly come ammi- 
noacido amminoterminale, e l’altra con la Phe come 
amminoacido amminoterminale. Una delle due cate- 
ne conteneva anche un residuo di Lys, ma non all’e- 
stremità amminica. Egli chiamò il peptide che inizia 
con il residuo di Gly “catena A” e il peptide che inizia 
con il residuo Phe “catena B”. 

(a) Spiegate perché i risultati ottenuti da Sanger sono 

in linea con le sue conclusioni. 
(b) I risultati concordano con la struttura conosciuta 


= Problema di analisi dei dati oggi dell’insulina bovina (Figura. 3.24)? 
Ho In un lavoro successivo (1949) Sanger illustrò in che 
23. Determinazione della sequenza amminoacidi- modo aveva applicato queste tecniche per determina- 


Ammina FDNB 


ca dell’insulina. La Figura 3.24 mostra la sequenza 
dell'ormone insulina. La struttura fu determinata da 
Frederick Sanger e collaboratori. Il lavoro è stato in 
gran parte spiegato in una serie di pubblicazioni sul 
Biochemical Journal tra il 1945 e il 1955. 
Quando Sanger e collaboratori iniziarono il lavoro nel 
1945, era noto che l’insulina era una piccola proteina 
formata da due o quattro catene polipeptidiche legate 
da ponti disolfuro. Sanger e collaboratori avevano svi- 
luppato alcuni semplici metodi per studiare la sequen- 
za amminoacidica delle proteine. 
Trattamento con FDNB. Il floruro dinitrobenzene 
(FDNB) reagisce con i gruppi amminici liberi delle 
proteine (non con i gruppi ammidici o guanidinici) 
producendo i derivati dinitrofenilici (DNP) degli am- 
minoacidi: 

O,N O,N 


meet Nord Vo, 
R_ NH. +F4_) NO R aa + HF 


DNP-ammina 

Idrolisi acida. Bollendo una proteina in 10% di HCl per 
alcune ore si idrolizzano tutti legami peptidici ed am- 
midici. Trattamenti per tempi più brevi producono cor- 
ti peptidi; più lungo è il trattamento, più completa è l’i- 
drolisi della proteina, con produzione di amminoacidi 
liberi. 

Ossidazione delle cisteine. ossidazione delle cisteine con 
acido performico taglia tutti i legami disolfuro, e con- 
verte tutti i residui di cisteina in residui di acido cistei- 
co (Figura 3.28). 


re i primi amminoacidi di ciascuna delle due catene 

dell’insulina (a partire dalla terminazione amminica). 

Per la sequenza della catena B egli procedette nel mo- 

do seguente. 

1. Ossidazione dell’insulina per separare le catene A 
e B. 

2. Preparazione di un campione puro di catena B per 
cromatografia su carta. 

3. Reazione della catena B con FDNB. 

4. Idrolisi acida blanda della proteina, in modo da ot- 
tenere corti peptidi. 

5. Separazione dei DNP-peptidi da quelli che non con- 
tenevano gruppi DNP 

6. Isolamento di quattro DNP-peptidi, che egli deno- 
minò B1, B2, B3 e BA. 

7. Idrolisi acida spinta di ciascun DNP-peptide, per 
produrre amminoacidi liberi. 

8. Identificazione degli amminoacidi di ciascun pe- 
ptide per cromatografia su carta. 

I risultati furono i seguenti. 

B1: solo a-DNP-fenilalanina 

B2: a-DNP-fenilalanina; valina 

B3: acido aspartico; a-DNP-fenilalanina; valina. 

B4: acido aspartico; acido glutammico; a-DNP-fenila- 
lanina; valina. 

(c) Basandovi su questi dati, quali sono i primi quat- 
tro amminoacidi della catena B? Spiegate la vostra 
risposta. 

(d) I risultati corrispondono alla sequenza dell’insuli- 
na riportata nella Figura 3.24? Spiegate le eventua- 
li discrepanze. 
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Sanger e collaboratori hanno usato questi metodi, Numero 
. PENFINNT . vi Nome dei legami 
ed altri metodi simili, per determinare l’intera se- SIR 
del ammidici 
quenza delle catene A e B. La loro sequenza per la peptide Sequenza del peptide nel peptide 
catena A è quella qui di seguito riportata (l’estre- ren RES 0,7 
mità amminica è a sinistra): 
A 6 ) 16 Ap15 Tyr-Glx-Leu 0,98 
Gly-Ile-Val-Glx-Glx-Cys-Cys-Ala-Ser-Val- Ap14 Tyr-Glx-Leu-Glx 1,06 
di Di Ap3 Asx-Tyr-Cys-Asx 2,10 
Cys-Ser-Leu-Tyr-Glx-Leu-Glx-Asx-Tyr-Cys-Asx 
Apl Glx-Asx-Tyr-Cys-Asx 1,94 
Poiché l’idrolisi acida aveva convertito tutte le Asn in Ap5pal Gly-Ile-Val-Glx 0,15 
Asp, e tutte le Gln in Glu, questi residui vennero indi- ApS GlyIle-Val:Gle Glossa dla fa 116 
cati rispettivamente come Asx e Glx (per indicare che i Val-Cys-Ser-Leu 


due amminoacidi non erano stati esattamente identifi- 
cati). Sanger risolse il problema usando enzimi proteo- 
litici, che scindono i legami peptidici che legano un am- 
minoacido all’altro, ma non i legami ammidici dei resi- 
dui di Asn e Gln. Determinò poi il numero dei gruppi 
ammidici presenti in ciascun peptide ottenuto, misu- 
rando l’NH7 rilasciato quando il peptide veniva idro- Riferimenti bibliografici 

lizzato in ambiente acido. Alcuni risultati ottenuti per 

la catena A sono riportati qui di seguito. Probabilmente —Sanger, F. (1945) The free amino groups of insulin. 
i peptidi non erano completamente puri, quindi i dati Biochem. J. 39, pp. 507-515. 

sono approssimati, ma sufficientemente precisi per gli Sanger, F. (1949) The terminal peptides of insulin. 
scopi che Sanger si prefiggeva. Biochem. J. 45, pp. 563-574. 


(e) Sulla base di questi dati, determinate la sequenza 
amminoacidica della catena A. Spiegate come ave- 
te fatto ad ottenerla. Confrontatela con quella del- 
la Figura 3.24. 


TRIDIMENSIONALE: i.’ 


4.1 Unosguardoalla struttura delle proteine 


4.2 Struttura secondaria della proteine 125 
4.3  Strutturaterziaria e quaternaria delle proteine 131 


4.4  Denaturazione e ripiegamento delle proteine 


e proteine sono molecole molto grandi. Lo scheletro 

covalente di una tipica proteina contiene centinaia di 

legami. Poiché la rotazione attorno a molti di questi 
legami è libera, le proteine possono in linea di principio 
assumere un numero praticamente infinito di strutture. 
Ogni proteina ha però una specifica funzione chimica o 
strutturale, il che suggerisce che ogni proteina abbia una 
sola struttura tridimensionale (Figura 4.1). Quanto è sta- 
bile questa struttura, quali fattori guidano la sua forma- 
zione e che cosa essa mantiene stabile? A partire dalla fine 
degli anni ’20 sono state cristallizzate molte proteine, tra 
cui l’emoglobina (M, = 64 500) e l’ureasi (M, = 483 000). 
Considerando che la disposizione ordinata delle molecole 
in un cristallo può essere in genere raggiunta soltanto se 
le molecole che formano il cristallo sono identiche, il sem- 


Figura 4.1 Struttura dell'enzima chimotripsina, una proteina 
globulare. Per un confronto, a destra è mostrata una molecola di 
glicina (in grigio). Le strutture tridimensionali note delle proteine 
sono conservate nelle banche dati delle proteine come Protein Data 
Bank, o PDB (vedi il Box 4.4). L'immagine qui mostrata è stata ottenuta 
utilizzando il file 6GCH in PDB ID. 


& 


Mato, A 


plice fatto che molte proteine possano essere cristallizzate 
dimostra che anche le proteine di grandi dimensioni sono 
entità strutturali distinte, con caratteristiche uniche. Que- 
sta conclusione rivoluzionò il modo di pensare dell’epoca 
sulla struttura e sulla funzione delle proteine, senza però 
portare a nuove conoscenze. La struttura di una proteina 
è sempre malleabile in modi qualche volta sorprendenti. I 
cambiamenti nella struttura possono essere molto impor- 
tanti nell’influenzare sia la funzione di una proteina, sia 
la struttura stessa. 

In questo capitolo esamineremo la struttura delle pro- 
teine, ponendo l’accento su sei temi. Primo, la struttura 
tridimensionale o le strutture assunte da una proteina so- 
no determinate dalle loro sequenze amminoacidiche. Se- 
condo, la funzione di una proteina dipende dalla sua stes- 
sa struttura. Terzo, la maggior parte delle proteine isolate 
presenta un’unica o poche conformazioni stabili. Quarto, 
le forze più importanti che stabilizzano la specifica strut- 
tura di una data proteina sono interazioni non covalenti. 
Quinto, tra le numerosissime strutture delle diverse protei- 
ne, si possono individuare alcuni modelli strutturali comu- 
ni che ci consentono di classificare le varie strutture pro- 
teiche. Sesto, le strutture delle proteine non sono statiche. 
Tutte le proteine vanno incontro a cambiamenti nella con- 
formazione che variano da impercettibili a molto eviden- 
ti. Alcune parti di numerose proteine hanno una struttu- 
ra non identificabile. Per altre proteine, l'impossibilità di 
determinare la loro struttura diventa cruciale per la defi- 
nizione della loro funzione. 


Uno sguardo alla struttura delle proteine 


La disposizione spaziale degli atomi di una proteina, o di 
una porzione di una proteina, è detta conformazione. Le 
conformazioni possibili di una proteina, o di un segmento 
di una proteina, corrispondono a tutte le strutture che la 
proteina può assumere senza rottura di legami covalenti. 
Per esempio, variazioni conformazionali si verificano per 
rotazione intorno ai legami singoli. Delle molte conforma- 
zioni teoricamente possibili in una proteina che contiene 
centinaia di legami singoli, una o (più comunemente) po- 
che sono quelle che predominano nelle condizioni biologi- 
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che. La necessità dell’esistenza di forme multiple stabili de- 
riva dalle variazioni che devono aver luogo quando le pro- 
teine legano altre molecole o catalizzano una reazione. Le 
conformazioni che la proteina assume in condizioni diver- 
se sono in genere quelle termodinamicamente più stabili, 
cioè quelle che possiedono il più basso valore di energia 
libera di Gibbs (G). Quando si trovano in uno dei loro stati 
conformazionali funzionali le proteine sono dette native. 

Per la maggior parte delle proteine solo una caratteri- 
stica struttura, o un piccolo gruppo di strutture, è stretta- 
mente correlata alla loro funzione. In molti casi, però, al- 
cune parti di proteine sono completamente prive di strut- 
ture che si possano distinguere e identificare in modo chia- 
ro. Queste porzioni di proteina sono intrinsecamente di- 
sordinate. In pochissimi casi, invece, intere proteine sono 
completamente disordinate, nonostante siano comunque 
completamente funzionanti. 

Quali principi determinano le conformazioni proteiche 
più stabili? Per comprendere le regole su cui si basa la con- 
formazione delle proteine si può procedere a tappe, par- 
tendo dalla struttura primaria, già trattata nel Capitolo 3, 
per poi passare alle strutture secondaria, terziaria e qua- 
ternaria. A questo approccio tradizionale bisogna aggiun- 
gere i nuovi concetti su particolari ripiegamenti proteici 
chiamati in modi diversi, come strutture supersecondarie, 
ripiegamenti o motivi, che forniscono un importante con- 
testo per organizzare la difficile comprensione di questi 
fenomeni. Inizieremo introducendo alcuni principi guida. 


e Laconformazione delle proteine è stabilizzata 

da interazioni deboli 
Nel contesto della struttura delle proteine, la stabilità può 
essere definita come la tendenza a mantenere una confor- 
mazione nativa. Le proteine native sono però solo relati- 
vamente stabili. La differenza tra i valori di AG dello stato 
avvolto e dello stato non avvolto in una tipica proteina in 
condizioni fisiologiche varia tra 20 e 65 kJ/mole. Una data 
catena polipeptidica può in teoria assumere innumerevoli 
conformazioni, e quindi lo stato non avvolto di una protei- 
na è caratterizzato da un elevato grado di entropia confor- 
mazionale. Questa entropia e le interazioni dei numerosi 
gruppi delle catene polipeptidiche con il solvente (l’acqua) 
tendono a mantenere le proteine nel loro stato non avvol- 
to. Le interazioni chimiche che si oppongono a questi ef- 
fetti e stabilizzano la conformazione nativa comprendono 
i ponti disolfuro (legami covalenti) e le interazioni debo- 
li non covalenti descritte nel Capitolo 2: i legami idroge- 
no e le interazioni idrofobiche e ioniche (non covalenti). 

Molte proteine non hanno ponti disolfuro. L’ambien- 
te all’interno della maggioranza delle cellule è altamen- 
te riducente, a causa dell’elevata concentrazione di agen- 
ti riducenti come il glutatione; di conseguenza, in queste 
condizioni la maggior parte dei gruppi sulfidrilici rima- 
ne nello stato ridotto. All'esterno della cellula l’ambiente 
è spesso più ossidante ed è quindi più facile che avvenga 
la formazione dei legami disolfuro. Negli eucarioti, i ponti 
disolfuro si trovano principalmente nelle proteine secrete 
nell’ambiente extracellulare (per esempio l'ormone insuli- 
na). I ponti disolfuro sono poco comuni anche nelle protei- 
ne batteriche. Tuttavia molte proteine dei batteri termofili 
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e degli archea hanno molti ponti disolfuro che ne stabiliz- 
zano la struttura. È quindi probabile che la formazione di 
questi legami corrisponda a un fenomeno di adattamento 
alle alte temperature. 

Per le proteine intracellulari di tutti gli organismi, le in- 
terazioni deboli hanno una rilevanza particolare nell’av- 
volgimento delle loro catene polipeptidiche in strutture 
secondarie e terziarie. Anche l'associazione di più catene 
polipeptidiche che genera strutture quaternarie dipende 
dalle interazioni deboli. 

Per rompere un legame covalente occorrono da 200 a 
460 kJ/mole, mentre la rottura delle interazioni deboli ri- 
chiede appena 0,4-30 kJ/mole. I singoli legami covalenti, 
per esempio i ponti disolfuro che legano tra loro porzioni 
lontane di una singola catena polipeptidica, sono molto più 
forti delle singole interazioni deboli. Dato che le interazioni 
deboli sono molto numerose, esse stabilizzano la struttu- 
ra delle proteine. In genere, la conformazione proteica con 
la più bassa energia libera (cioè la conformazione più sta- 
bile) è quella con il maggior numero di interazioni deboli. 

La stabilità di una proteina non è semplicemente la 
somma delle energie di formazione delle molte interazio- 
ni deboli all’interno della proteina stessa. Per ogni legame 
idrogeno che si forma all’interno di una proteina durante 
il suo avvolgimento, un altro legame idrogeno (o un lega- 
me energeticamente equivalente) deve essere rotto tra lo 
stesso gruppo e l’acqua. Perciò il contributo che ciascun 
legame idrogeno dà alla stabilità globale, cioè la differen- 
za in energia libera tra gli stati avvolto e non avvolto, è vi- 
cino allo zero. Le interazioni ioniche possono essere sta- 
bilizzanti o destabilizzanti. Dobbiamo quindi rivolgere la 
nostra attenzione altrove per capire perché la conforma- 
zione nativa è quella favorita. 

Esaminando più da vicino il contributo delle interazio- 
ni deboli alla stabilità delle proteine si può osservare che 
in genere le interazioni idrofobiche sono predominanti. 
Le molecole di acqua pura sono unite tra loro da una re- 
te di legami idrogeno e nessun'altra molecola ha la stessa 
capacità di formare legami. La presenza di qualunque al- 
tra molecola nell’acqua rompe i legami idrogeno. Quando 
l’acqua circonda una molecola idrofobica la disposizione 
ottimale dei legami idrogeno genera un involucro altamen- 
te ordinato di molecole di acqua, lo strato di solvatazio- 
ne, intorno alla molecola idrofobica (vedi la Figura 2.7). 
Paumento dell'ordine nelle molecole d’acqua nello strato 
di solvatazione crea una diminuzione sfavorevole dell’en- 
tropia, ma quando più gruppi non polari si riuniscono la 
dimensione dello strato di solvatazione si riduce, in quanto 
ciascun gruppo non presenta più l’intera superficie rivolta 
verso l’acqua. Il risultato è un aumento favorevole dell’en- 
tropia. Come si è detto nel Capitolo 2, questo aumento di 
entropia costituisce la forza termodinamica principale che 
consente l’associazione di gruppi idrofobici nell'acqua. Al- 
lo stesso modo, le catene laterali idrofobiche degli ammi- 
noacidi tendono a raggrupparsi all’interno delle proteine, 
lontano dall’acqua (pensate, per esempio, al comporta- 
mento di una goccia d’olio in acqua). Le sequenze ammi- 
noacidiche della maggior parte delle proteine hanno un 
elevato contenuto di catene laterali di amminoacidi idro- 
fobici (specialmente Leu, Ile, Val, Phe e Trp). Quando la 
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proteina ha completato il suo ripiegamento, queste catene 
laterali vengono raggruppate all’interno formando il nu- 
cleo idrofobico della proteina. 

In condizioni fisiologiche, lo stesso effetto entropico 
guida la formazione dei legami idrogeno di una proteina. 
I gruppi polari possono formare legami idrogeno con l’ac- 
qua e per questo sono idrosolubili. Però il numero di lega- 
mi idrogeno per unità di massa è generalmente più elevato 
nell’acqua pura, rispetto a qualsiasi altro liquido o soluzio- 
ne; quindi vi sono limiti alla solubilità anche delle moleco- 
le più polari, perché la loro presenza fa diminuire il nume- 
ro dei legami idrogeno per unità di massa, cioè la disponi- 
bilità di molecole di solvente. Quindi, anche intorno alle 
molecole polari si forma una sorta di strato di solvatazio- 
ne. Anche se l'energia di formazione di un legame idroge- 
no intramolecolare tra due gruppi polari in una macromo- 
lecola viene in gran parte annullata, in quanto contempo- 
raneamente si rompono le interazioni tra gli stessi gruppi 
polari e l’acqua, il rilascio di molecole d’acqua libere de- 
terminato dalle interazioni intramolecolari rappresenta la 
forza entropica trainante per l’avvolgimento della macro- 
molecola. La maggior parte della variazione di energia li- 
bera che si verifica quando in una proteina si formano in- 
terazioni deboli deriva quindi dall'aumento dell’entropia 
della soluzione acquosa circostante, per effetto dell’am- 
massamento delle superfici idrofobiche. In questo modo 
viene più che controbilanciata la perdita di entropia con- 
formazionale che si ha quando un polipeptide assume la 
sua conformazione ripiegata. 

Le interazioni idrofobiche sono importanti per stabi- 
lizzare la conformazione. L’interno di una proteina strut- 
turata è in genere costituito da un nucleo di catene late- 
rali idrofobiche addensate. È anche importante che tutti 
i gruppi polari o carichi all’interno delle proteine trovino 
le controparti corrette per la formazione di legami idro- 
geno e di interazioni ioniche. Anche se un legame idroge- 
no contribuisce poco alla stabilità della struttura nativa, 
la presenza di gruppi che possono formare legami idroge- 
no nei nuclei idrofobici delle proteine senza contropar- 
te corretta può essere destabilizzante: conformazioni che 
contengono tali gruppi sono spesso termodinamicamen- 
te improbabili. La variazione di energia libera favorevole 
che risulta dall'interazione di questi gruppi con le contro- 
parti presenti nella soluzione circostante può essere supe- 
riore alla differenza di energia libera fra lo stato ripiegato 
e lo stato disordinato. Inoltre i legami idrogeno nelle pro- 
teine si formano cooperativamente (la formazione di un 
legame rende più probabile la formazione degli altri) du- 
rante l’organizzazione delle strutture secondarie che ren- 
dono ottimali i legami idrogeno, come spiegato più avanti. 
I legami idrogeno quindi svolgono un ruolo fondamentale 
nel processo di ripiegamento delle proteine. 

L'interazione tra gruppi con cariche opposte forma una 
coppia ionica, o legame salino, che può avere un effetto sia 
stabilizzante che destabilizzante sulla struttura delle pro- 
teine. Come nel caso dei legami idrogeno, le catene laterali 
cariche degli amminoacidi interagiscono con l’acqua e con 
i sali quando la proteina ha una struttura disordinata. La 
perdita di queste interazioni deve essere presa in conside- 
razione quando si valuta l’effetto di un legame salino sulla 
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stabilità di una proteina ripiegata. Però la forza dei legami 
salini aumenta passando da un ambiente a bassa costante 
dielettrica, e (vedi pagina 52), cioè da un solvente acquoso 
polare (e circa 80) all’interno non polare di una proteina (£ 
circa 4). I legami salini, specialmente quelli che sono in par- 
te o del tutto compresi all’interno della proteina, possono 
quindi contribuire significativamente a stabilizzare la strut- 
tura delle proteine. Ciò spiega la presenza di molti legami 
salini all’interno delle proteine degli organismi termofili. 
Le interazioni ioniche limitano anche la flessibilità delle 
proteine e conferiscono alla struttura una forma caratteri- 
stica che le interazioni idrofobiche non possono conferire. 

Nell’ambiente atomico altamente compatto di una pro- 
teina, può avere un effetto molto significativo anche un al- 
tro tipo di interazioni deboli, le interazioni di van der Waals 
(vedi pagina 55). Esse sono interazioni del tipo dipolo-di- 
polo che coinvolgono i dipoli elettrici permanenti presenti 
in alcuni gruppi, come il gruppo carbonilico, i dipoli transi- 
tori che derivano da fluttuazioni delle nuvole elettroniche 
che circondano gli atomi all’interno di gruppi funzionali e 
i dipoli indotti, cioè generati da interazioni di un atomo con 
un altro appartenente a un dipolo permanente o transito- 
rio. Quando gli atomi si avvicinano l’un l’altro, questo tipo 
di interazioni dipolo-dipolo genera una forza attrattiva in- 
termolecolare che agisce solamente a livello delle piccole 
distanze intermolecolari (da 0,3 a 0,6 nm). Le interazioni di 
van der Waals sono deboli e quindi prese individualmente 
contribuiscono poco alla stabilità di una proteina. In una 
proteina organizzata o all’interno di una regione di contat- 
to tra due proteine, o tra una proteina e un’altra molecola 
con una complementarità di superficie, il numero di que- 
ste interazioni può essere molto consistente. 

La maggior parte delle strutture che verranno proposte 
in questo capitolo obbedisce a due semplici regole: (1) i resi- 
dui idrofobici per lo più si trovano all’interno delle proteine, 
lontano dall’acqua; (2) il numero dei legami idrogeno e delle 
interazioni ioniche nella proteina è massimo, riducendo in 
questo modo il numero di legami idrogeno e dei gruppi io- 
nici non correttamente appaiati. Le proteine presenti nella 
membrana (che esamineremo nel Capitolo 11) e le protei- 
ne intrinsecamente disordinate, o che possiedono regioni 
intrinsecamente disordinate, seguono regole diverse. Tutto 
ciò riflette le loro particolari funzioni o le proprietà dell’am- 
biente in cui si trovano, ma anche in questi tipi di proteine 
le interazioni deboli svolgono un ruolo strutturale molto 
importante. Per esempio, i segmenti solubili ma intrinseca- 
mente disordinati delle proteine sono ricchi di catene late- 
rali amminoacidiche cariche (specialmente Arg, Lys e Glu) 
o molto piccole (Gly e Ala), che forniscono una possibilità 
molto limitata di formazione di un nucleo idrofobico stabile. 


e Illegame peptidico è rigido e planare 

Protein Architecture — Primary Structure Anche ilegami covalen- 
ti hanno un ruolo importante nel determinare la conforma- 
zione di un polipeptide. Alla fine degli anni ’30 Linus Pau- 
ling e Robert Corey gettarono le basi per la comprensione 
della struttura delle proteine. I due scienziati partirono da 
un’analisi dettagliata delle proprietà del legame peptidico. 
Gli atomi di carbonio a di residui amminoacidici adiacenti 
sono separati da tre legami covalenti che si susseguono in 
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Linus Pauling, 1901-1994 


Robert Corey, 1897-1971 


questo modo: CC_C—N—G,. Studi condotti con la tecni- 
ca della diffrazione dei raggi X su cristalli di amminoacidi 
e su dipeptidi e tripeptidi semplici hanno dimostrato che 
il legame peptidico C—N è un po’ più corto del legame 
C—N delle ammine primarie e che gli atomi che fanno 
parte del legame peptidico sono complanari. Queste os- 
servazioni indicavano l’esistenza di una risonanza o di 
una parziale condivisione di due coppie di elettroni tra 
l'ossigeno carbonilico e l'azoto ammidico (Figura 4.2a). 
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carica parziale positiva, generando così un piccolo dipolo 
elettrico. I sei atomi del gruppo peptidico giacciono sullo 
stesso piano e l'atomo di ossigeno del gruppo carbonilico 
è in posizione trans rispetto all’atomo di idrogeno legato 
all’azoto ammidico. Da queste osservazioni Pauling e Co- 
rey conclusero che i legami C—N, a causa del loro parziale 
carattere di doppio legame, non possono ruotare libera- 
mente; è invece permessa la rotazione tra ilegami N—C, e 
CTC. Lo scheletro della catena polipeptidica può quindi 
essere considerato come una serie di piani rigidi in cui i 
piani consecutivi hanno in comune un punto di rotazione, 
in corrispondenza di C, (Figura 4.2b). La rigidità del le- 
game peptidico limita considerevolmente il numero delle 
conformazioni che la catena polipeptidica può assumere. 
La conformazione del peptide è definita da tre angoli 
diedrici (detti anche angoli di torsione) chiamati (phi), 
4 (psi) e W (omega), che riflettono la rotazione intorno 
a ciascuno dei tre legami che si ripetono nello scheletro 
del peptide. Due vettori di legame successivi descrivono 
un piano, mentre tre vettori descrivono due piani (il vet- 
tore di legame centrale è comune a entrambi i piani; Fi- 
gura 4.2c). Eangolo che si instaura tra questi due piani è 
quello che dobbiamo misurare per ottenere la conforma- 


Possigeno ha una carica parziale negativa e l'azoto una zione di una proteina. 


A Carbossi- 
terminale 


Ammino- 
terminale 
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Figura 4.2 Il gruppo peptidico planare. (a) Ciascun legame peptidico 
ha un parziale carattere di doppio legame dovuto alla risonanza e perciò 
non può ruotare. Nonostante che l'atomo N in un legame peptidico sia 
spesso rappresentato con una carica positiva parziale, una più accurata 
analisi delle caratteristiche degli orbitali del legame e della meccanica 

dei quanti indica che l'atomo N è neutro o ha una carica leggermente 
negativa. (b) Tre legami separano due atomi di carbonio a in successione 
in una catena polipeptidica. I legami N—C, e CC possono ruotare, 
descrivendo due angoli diedrici, chiamati rispettivamente e y. Il legame 
C—N non è libero di ruotare. La rotazione degli altri legami singoli dello 
scheletro peptidico è resa difficoltosa dalle dimensioni e dalle cariche 

dei gruppi R. (c) Gli atomi e i piani che definiscono l'angolo y. 

(d) Per convenzione, il valore degli angoli e y è di 180° (o -180°) quando 
il primo e il quarto atomo sono il più lontano possibile tra loro e il peptide 
si trova nella sua configurazione più estesa. Osservando il legame CC 
che va incontro a rotazione (in una direzione o nell'altra, cioè o nel 

senso Cy Co nel senso C—C,,), gli angoli d e y aumentano se il quarto 
atomo ruota in senso orario rispetto al primo. Nelle proteine alcune 

delle conformazioni mostrate (per esempio 0°) non sono permesse, 

a causa della sovrapposizione degli atomi. In (b), (c) e (d) le sfere che 
rappresentano gli atomi non sono in scala con i raggi di van der Waals. 


(b) 


120° —120° 


60° —60° 


(c) (d) 
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Gli angoli diedrici in un peptide sono definiti dai 
tre vettori di legame che uniscono quattro atomi conse- 
cutivi della catena principale (scheletro peptidico) (Figu- 
ra 4.2c): l’angolo è coinvolge i legami C-N—C,—C (con 
la rotazione che avviene intorno al legame N—G,) e l’an- 
golo y coinvolge i legami N—C,—C—N. Gli angoli ò e w 
per convenzione hanno un valore + 180° quando il poli- 
peptide è completamente esteso e tutti i gruppi peptidi- 
ci sono sullo stesso piano (Figura 4.2d). Guardando nel- 
la direzione della freccia lungo un vettore di legame (co- 
me indicato nella Figura 4.2c per w), il valore degli angoli 
diedrici aumenta man mano che l’atomo distale (il quar- 
to) viene ruotato in senso orario (Figura 4.2d). Dalla po- 
sizione + 180° l'angolo diedro aumenta da —180° a 0°, e 
a questo punto il primo e il quarto atomo sono eclissati. 
La rotazione può proseguire da 0° a +180° (la stessa po- 
sizione di — 180°), riportando la struttura allo stato ini- 
ziale. Il terzo angolo diedro, w, in genere non viene con- 
siderato. Esso coinvolge i legami C—C—N—Ca. Il lega- 
me centrale in questo caso è il legame peptidico, la cui 
rotazione è impedita. Il legame peptidico normalmente 
(nel 99,6% dei casi) è nella configurazione trans, mante- 
nendo il valore di w a + 180°. Nel caso molto raro di lega- 
me cis, il valore di w è 0°. 


In linea di principio, d e y possono avere qualsiasi 
valore compreso tra —180° e +180°, ma molti valori non 
sono permessi a causa degli impedimenti sterici tra gli 
atomi dello scheletro carbonioso e le catene laterali de- 
gli amminoacidi. Per questo motivo la conformazione in 
cui gli angoli $ e w hanno valore = 0° (Figura 4.2d) non 
è permessa; essa deve essere considerata semplicemen- 
te come punto di riferimento per la descrizione degli an- 
goli. I valori permessi di ò e W sono riportati nel grafico 
di Ramachandran (Figura 4.3). Avremo modo di vedere 
che i grafici di Ramachandran rappresentano strumenti 
molto utili e che sono molto spesso utilizzati per saggia- 
re la qualità e l'attendibilità delle strutture tridimensio- 
nali delle proteine che vengono depositate nelle banche 
dati internazionali. 
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SOMMARIO 4.1 
Uno sguardo alla struttura delle proteine 

e Una proteina tipica ha solitamente una o più strutture 
tridimensionali stabili, o conformazioni, che riflettono 
la sua funzione. Alcune proteine hanno segmenti in- 
trinsecamente disordinati. 

e La struttura di una proteina è stabilizzata da inte- 
razioni deboli multiple. Le interazioni idrofobiche, 
derivate dall'aumento dell’entropia dell’acqua circo- 
stante quando le molecole o i gruppi non polari sono 
raggruppati insieme, contribuiscono in modo decisivo 
alla stabilizzazione della forma globulare della mag- 
gioranza delle proteine solubili. Alla stabilizzazione 
contribuiscono anche le interazioni di van der Waals. 
I legami idrogeno e le interazioni ioniche sono ottimiz- 
zati nelle strutture termodinamicamente più stabili. 

e I legami covalenti di tipo non peptidico, in particolare 
i ponti disolfuro, hanno un ruolo nella stabilizzazione 
della struttura in alcune proteine. 

* La natura dei legami covalenti nello scheletro carbo- 
nioso della catena polipeptidica impone restrizioni alla 
struttura del polipeptide. Il legame peptidico ha un ca- 
rattere di parziale doppio legame, che mantiene l’inte- 
ro gruppo costituito dai sei atomi del legame peptidico 
in una configurazione planare rigida. I legami N—C, 
e Cx_C possono ruotare, per definire rispettivamente 
gli angoli diedrici $ e y. 

* Il grafico di Ramachandran è la rappresentazione vi- 
siva delle combinazioni degli angoli diedrici + e y che 
sono permessi nello scheletro di un peptide o che non 
sono permessi a causa delle limitazioni steriche. 


Struttura secondaria delle proteine 


Lespressione struttura secondaria si riferisce a un seg- 
mento polipeptidico della proteina e descrive l’organizza- 
zione spaziale della catena principale, senza tener conto 
della conformazione delle catene laterali o della relazione 
con altri segmenti della proteina. Una struttura seconda- 
ria regolare si ha quando ogni angolo diedro ® e w rimane 


Figura 4.3 Un grafico di Ramachandran per residui di L-Ala. Le conformazioni 
dei peptidi sono definite dai valori di + e di y. Le conformazioni considerate possibili 
sono quelle che non presentano (o che presentano poche) interferenze steriche, 


o = 


+180 


Y (gradi) 


basate su calcoli in cui sono utilizzati i raggi di van der Waals e gli angoli di legame. 
Le aree ombreggiate in blu scuro contengono le conformazioni che non presentano 
sovrapposizioni steriche quando ogni atomo viene mostrato come una sfera solida 
con il corretto raggio di van der Waals; di conseguenza esse sono completamente 
consentite; quelle in blu più chiaro (intermedio) indicano conformazioni permesse 
se gli atomi possono avvicinarsi gli uni agli altri di 0,1 nm, un piccolo scontro. Le zone 
in azzurro rappresentano invece conformazioni permesse se è consentita una certa 
flessibilità (pochi gradi) all'angolo diedrico w che descrive il legame peptidico stesso 
(generalmente mantenuto a 180°). Le regioni bianche rappresentano conformazioni che 
non sono consentite. L'asimmetria nella distribuzione delle conformazioni permesse 
che si osserva nel grafico dipende dalla stereochimica L dei residui amminoacidici. 

| grafici di altri -amminoacidi con catene laterali non ramificate sono praticamente 
identici a questo. Le regioni permesse per amminoacidi ramificati come Val, Ile e Thr 
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sono più ristrette di quelle del residuo Ala. Gly non ha impedimenti sterici e presenta la 
zona permessa più ampia. Per Pro vi sono impedimenti considerevoli in quanto i valori 
dell'angolo $ sono limitati dalla catena laterale ciclica in un ambito tra -35° e -85°. 


è (gradi) 
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invariato all’interno di un segmento. Solo poche strutture 
secondarie hanno una particolare stabilità e possono così 
intervenire regolarmente in molte proteine. Le principa- 
li sono l’a elica e la configurazione ; abbastanza comune 
è anche il ripiegamento ft. Se non è possibile individuare 
una struttura regolare, la struttura secondaria viene defi- 
nita casuale (random coil). Quest'ultima definizione, però, 
è impropria, perché l’avvolgimento di uno scheletro poli- 
peptidico non è mai casuale, ma assume sempre una con- 
formazione specifica, adatta alla struttura e alla funzione 
della proteina. Inizieremo ora la trattazione delle struttu- 
re regolari più comuni. 


e L'aelicaè una comune struttura secondaria 

Protein Architecture— a Heliy. Pauling e Corey erano ben con- 
sapevoli dell'importanza dei legami idrogeno nell’orienta- 
mento dei gruppi chimici polari, come i gruppi C=0 ed 
N—H del legame peptidico. Essi conoscevano anche i risul- 
tati dei lavori di William Astbury, che negli anni ’30 condus- 
se i primi studi ai raggi X sulle proteine. Astbury dimostrò 
che la proteina dei capelli e degli aculei del porcospino (la 
proteina fibrosa a-cheratina) ha una struttura regolare, che 
si ripete ogni 5,15-5,2 À. (L’angstrom, À, dal nome del fisi- 
co Anders J. Àngstrom, è uguale a 0,1 nm. Anche se non è 
un’unità SI, l’angstrom viene usato universalmente dai bio- 


Terminale amminico 


O Carbonio 
O Idrogeno 
Q Ossigeno 
(©) Azoto 


(©) Gruppo R 


(a) Terminale carbossilico (b) 


Figura 4.4 Quattro modelli dell'a elica, che mostrano aspetti 
diversi della struttura. (a) Modello a palle e bastoncini, che 

mette in evidenza i legami idrogeno intracatena. L'unità ripetitiva 

è un giro completo dell'elica contenente 3,6 residui. (b) L'a elica 
vista dall'alto, lungo l'asse longitudinale della struttura (da PDB ID 
4TNC). Si notino le posizioni dei gruppi R, rappresentati da sfere 
viola. Questo modello a palle e bastoncini mette bene in luce la 
successione elicoidale degli atomi dello scheletro polipeptidico, ma 
dà la falsa impressione dell'esistenza di un foro centrale, in quanto 
le sfere non hanno dimensioni in scala con i raggi di van der Waals 
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logi strutturali per descrivere le distanze interatomiche: cor- 
risponde approssimativamente a un tipico legame C—H.) 
Sulla base dei dati di Astbury e su quelli da loro stessi otte- 
nuti sul legame peptidico, e con l’aiuto di modelli ben co- 
struiti, Pauling e Corey poterono cominciare a determinare 
la conformazione delle proteine. 

La prima svolta arrivò nel 1948. All’epoca Pauling era 
professore all’Università di Oxford. Si ammalò e si ritirò 
nel suo appartamento per trascorrere un periodo di ripo- 
so. Annoiato dalle letture che aveva a disposizione, Pauling 
prese carta e penna per disegnare una possibile struttura 
stabile che potesse essere assunta da una catena polipepti- 
dica. Il modello che sviluppò, confermato più tardi dal la- 
voro con Corey e altri collaboratori tra cui Herman Bran- 
son, rappresentava la più semplice organizzazione regolare 
che una catena polipeptidica può assumere massimizzan- 
do l'utilizzo di legami idrogeno interni. Era una struttura 
elicoidale, che Pauling e Corey chiamarono a elica (Figu- 
ra 4.4). In questa struttura lo scheletro carbonioso poli- 
peptidico si avvolge strettamente intorno a un asse imma- 
ginario che attraversa longitudinalmente la parte centra- 
le della spirale, mentre i gruppi R dei residui amminoaci- 
dici sporgono al di fuori dello scheletro elicoidale. L’unità 
che si ripete è un singolo giro dell’elica, che si estende per 
circa 5,4 À lungo l’asse maggiore, un valore un po’ più ele- 


(c) (d) 


dei singoli atomi. (c) Il modello a spazio pieno, che mostra gli atomi 
al centro dell'a elica in stretto contatto tra loro. (d) Proiezione a 
ruota dell'a elica. Il modello può utilizzare colori, che rappresentano 
caratteristiche particolari. In questo caso i residui gialli potrebbero 
corrispondere a residui idrofobici in grado di interagire con 

altri residui idrofobici appartenenti a una porzione dello stesso 
polipeptide o di un polipeptide diverso. | residui in rosso (negativi) 
e in blu (positivi) illustrano la potenziale interazione tra due gruppi 
carichi positivamente e negativamente, distanziati di due residui 
nell'elica. 
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BM Tabella 4.1 Valori ideali degli angoli e w per le strutture 
secondarie più comuni presenti nelle proteine 
Struttura (0) (I) 
a elica —57° —47° 


Conformazione f 


Antiparallela —139° +135° 

Parallela —119° +113° 
Tripla elica del collageno =51° +153° 
Ripiegamento f di tipo I 

i+1* —60° —30° 

1-2 =90f 0° 
Ripiegamento f di tipo II 

i+1 —60° +120° 

1+2 +80° 0° 


Nota: nelle proteine reali, gli angoli diedrici variano spesso, in qualche misura, 
rispetto a questi valori ideali. 

*Gli angoli i+1ei+2 sono, rispettivamente, quelli per il secondo e terzo resi- 
duo amminoacidico nel ripiegamento ft. 


vato della periodicità rilevata da Astbury ai raggi X sulla 
cheratina dei capelli. Gli atomi dello scheletro dei residui 
amminoacidici in un prototipo di a elica hanno un insieme 
caratteristico di angoli diedrici che definiscono la confor- 
mazione dell’a elica (Tabella 4.1); ogni giro dell’elica con- 
tiene 3,6 residui. I segmenti di a elica nelle proteine spes- 
so si discostano leggermente da questi valori e possono va- 
riare anche all’interno di un singolo segmento. Si forma- 
no così lievi torsioni o ripiegamenti rispetto all’asse dell’e- 
lica. Pauling e Corey considerarono entrambe le varianti 
destrorsa e sinistrorsa dell’a elica. La successiva delucida- 
zione della struttura tridimensionale della mioglobina e di 
altre proteine mostrò che l’a elica destrorsa costituisce la 
forma più comunemente presente (Box 4.1). Le a eliche 
sinistrorse estese sono teoricamente meno stabili e non 
sono state osservate nelle proteine. La elica è la struttura 
predominante delle a-cheratine. Circa un quarto di tutti i 
residui amminoacidici nelle proteine si trova in strutture 
ada elica, mai valori esatti variano da proteina a proteina. 

Perché l’a elica è la struttura che si forma più facilmen- 
te? La risposta sta, almeno in parte, nel fatto che nell’a eli- 
ca la disposizione dei legami idrogeno è la migliore possi- 
bile. La struttura è stabilizzata dai legami idrogeno che si 
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formano tra l'atomo di idrogeno legato all’azoto elettrone- 
gativo di un legame peptidico e l'atomo di ossigeno carbo- 
nilico del quarto amminoacido successivo nella direzione 
dell’estremità amminica (Figura 4.4a). Nell’a elica ciascun 
legame peptidico (eccetto quelli vicini alle estremità dell’e- 
lica) partecipa alla formazione di legami idrogeno. Ciascun 
giro dell’a elica è collegato ai giri adiacenti da tre o quat- 
tro legami idrogeno, che conferiscono una buona stabili- 
tà all'intera struttura. Alle estremità di un segmento ad 
a elica ci sono sempre tre o quattro gruppi carbonili am- 
midici o gruppi amminici che non possono prendere parte 
alla configurazione ad a elica o alla formazione di legami 
idrogeno. Questi gruppi possono essere esposti al solven- 
te circostante e formare legami idrogeno con l’acqua, op- 
pure con altre parti della proteina in cui incontrano altri 
gruppi in grado di creare legami idrogeno. 

Ulteriori esperimenti, condotti utilizzando modellisti- 
che molecolari più raffinate, hanno dimostrato che si pos- 
sono formare a eliche partendo sia da L- che da p-ammi- 
noacidi. Tutti i residui devono però appartenere a una so- 
la serie di stereoisomeri. Un amminoacido della serie D in- 
terromperebbe una struttura regolare composta da am- 
minoacidi della serie L, e viceversa. La forma più stabile di 
una elica è quella sinistrorsa costituita da amminoacidi D. 


3 Struttura secondaria e dimensioni 


delle proteine 
Qual è la lunghezza di un polipeptide costituito da 80 re- 
sidui amminoacidici che formano una singola a elica con- 
tigua? 


Soluzione In una tipica a elica vi sono 3,6 residui per gi- 
ro, con uno spostamento lungo l’asse di 5,4 À. Quindi lo 
spostamento riferito a ciascun amminoacido è di 1,5 À. 
La lunghezza del polipeptide è quindi di 80 X 1,5 À/resi- 
duo = 120 À. 


e Lasequenza amminoacidica influenza la stabilità 
dell'a elica 


Non tutti i polipeptidi possono formare a eliche stabili. 
Ciascun residuo amminoacidico in un polipeptide ha una 
intrinseca tendenza a formare un’a elica (Tabella 4.2), che 


Box 4.12 |\l 


Vi è un metodo molto semplice per stabilire se l’avvol- 
gimento di una struttura ad a elica è di tipo destrorso o 
sinistrorso. Chiudete le mani a pugno conii pollici rivolti 
verso l’alto. Guardando la vostra mano destra, immagi- 
nate che sopra vi sia un'elica posta nella stessa direzione 
del pollice; se l’avvolgimento dell’elica segue la direzione 
del movimento delle altre quattro dita della mano destra 
mentre si chiudono a pugno, allora l’elica è destrorsa (in 
senso orario). La mano sinistra indicherà invece l’anda- 
mento di un'elica sinistrorsa che ruota in senso antiora- 
rio, come un'elica posta sul pollice della mano sinistra. 


[))I Come distinguere l'elica destrorsa da quella sinistrorsa 


Elica 
sinistrorsa 


Elica 
destrorsa 


ny eh 


» è 
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BM Tabella 4.2 Tendenza degli amminoacidi ad assumere 
la conformazione ad a elica 


AAG° AAG® 
Amminoacido (kJ/mole)* Amminoacido  (kJ/mole)* 

Ala 0 Leu 0,79 
Arg 0,3 Lys 0,63 
Asn 3 Met 0,88 
Asp 2,5 Phe 2,0 
Cys 3 Pro >4 
Gln 1,3 Ser 2,2 
Glu 14 Thr 24 
Gly 4,6 Tyr 2,0 
His 2,6 Trp 2,0 
Ile 14 Val 2,1 


Fonti: dati (fatta eccezione per la prolina) tratti da Bryson, J.,W., Betz, S.F., Lu, 
H.S., Suich, D.J., Zhou, H.X., O'Neil, K.T., e DeGrado,W.F. (1995) Protein design: 
a hierarchic approach. Science 270, 935. Dati relativi alla prolina tratti da Myers, 
J.K., Pace, C.N., e Scholtz, J.M. (1997) Helix propensities are identical in proteins 
and peptides. Biochemistry 36, 10 926. 

* AAG° è la differenza tra le variazioni di energia libera, relativa a quella dell’ala- 
nina, necessaria ai residui amminoacidici per assumere la conformazione ad a eli- 
ca. Numeri elevati corrispondono a una maggiore difficoltà ad assumere la confi- 
gurazione ad a elica. 

Questi dati sono stati ottenuti in molti esperimenti utilizzando anche sistemi 
sperimentali diversi. 


dipende dalle proprietà del gruppo R e dal modo in cui in- 
fluenzano la capacità degli atomi dello scheletro peptidi- 
co di formare i caratteristici angoli ò e y. Lalanina è ’am- 
minoacido che tende più degli altri a formare a eliche in 
modelli sperimentali. 

È importante anche la posizione di un amminoacido 
rispetto a quelli adiacenti. Le interazioni tra catene late- 
rali amminoacidiche possono stabilizzare o destabilizza- 
re la struttura dell’a elica. Per esempio, se un polipeptide 
ha una lunga serie di residui di glutammato, non forme- 
rà un’a elica a pH 70. I gruppi carbossilici carichi negati- 
vamente di residui di glutammato adiacenti si respingo- 
no l’un l’altro, impedendo così la formazione dell’a elica. 
Per lo stesso motivo, se vi sono molti residui di Lys o di Arg 
adiacenti, che possiedono gruppi R carichi positivamen- 
te a pH 70, essi si respingono l’un l’altro e impediscono la 
formazione dell’a elica. Anche i residui di Asn, Ser, Thr e 
Cys possono destabilizzare l’a elica, se si trovano vicini in 
una catena polipeptidica. 

Favvolgimento dell’a elica può generare anche intera- 
zioni tra una catena laterale amminoacidica e un’altra di- 
stante tre (talvolta quattro) residui. Ciò risulta chiaro se 
l’a elica viene rappresentata con il modello a ruota elicoi- 
dale (Figura 4.4d). Spesso gli amminoacidi carichi positi- 
vamente si trovano distanziati di tre residui da quelli cari- 
chi negativamente, in modo che possa formarsi un’intera- 
zione ionica. Due residui aromatici si trovano anch'essi di- 
stanziati di tre residui, per formare interazioni idrofobiche. 

Una limitazione alla formazione dell’a elica è rappre- 
sentata dai residui di Pro e Gly, che hanno la propensione 
più bassa a formare strutture ad a elica. Nella prolina, l’a- 
tomo di azoto fa parte di un anello rigido (vedi la Figura 
4.8) e non è possibile alcuna rotazione intorno al legame 
N—Gay. Ogni residuo di Pro introduce quindi un ripiega- 
mento destabilizzante in una struttura ad a elica. Inoltre, 
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l'atomo di azoto di un residuo di Pro coinvolto in un lega- 
me peptidico non ha l’atomo di idrogeno sostituente che è 
necessario per generare un legame idrogeno con altri resi- 
dui. Per questi motivi la prolina è presente solo raramen- 
te all’interno di un’a elica. La glicina è anch'essa difficil- 
mente presente in un’a elica, ma per motivi diversi: que- 
sto amminoacido ha una flessibilità conformazionale su- 
periore a tutti gli altri residui. I polimeri di glicina tendo- 
no ad assumere strutture avvolte casualmente, molto di- 
verse dall’a elica. 

Un altro fattore importante che può modificare la sta- 
bilità di un’a elica è dato dalla natura dell'’amminoacido lo- 
calizzato all'estremità del segmento di un polipeptide con 
struttura ad a elica. In ogni legame peptidico esiste un pic- 
colo dipolo elettrico (vedi la Figura 4.2a). Questi dipoli si 
sommano attraverso i legami idrogeno presenti nell’elica e 
quindi il dipolo netto aumenta con la lunghezza dell’elica 
(Figura 4.5). Le cariche parziali negative e positive del di- 
polo dell’elica risiedono in realtà sui gruppi N—H e C-O 
dei legami peptidici alle estremità carbossi- e amminoter- 
minali dell’elica. Per questo motivo gli amminoacidi cari- 
chi negativamente sono spesso presenti vicino all’estremi- 
tà amminoterminale del segmento elicoidale, dove posso- 
no generare interazioni stabilizzanti con la carica positiva 
del dipolo dell’elica. Un residuo carico positivamente all’e- 
stremità amminoterminale è destabilizzante. All’estremi- 
tà carbossiterminale del segmento elicoidale accade esat- 
tamente il contrario. 

Vi sono quindi cinque tipi di limitazioni che alterano 
la stabilità di um’a elica: (1) la propensione intrinseca di 
un residuo amminoacidico a formare un’a elica; (2) l’in- 
terazione tra gruppi R, specialmente quelli che si trova- 
no lontani 3 o 4 residui; (3) l’ingombro sterico di gruppi R 
adiacenti; (4) la presenza di residui di Pro e di Gly; (5) le 
interazioni tra residui amminoacidici che si trovano alla 
fine del segmento dell’elica e il dipolo elettrico dell’a eli- 
ca. La tendenza di un dato segmento di una catena poli- 


Amminoterminale 
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lp y Figura 4.5 Il dipolo dell'elica. Il dipolo 
_ i elettrico di un legame peptidico (vedi la 
ya Figura 4.2a) viene trasmesso lungo un 
Fà 4g at segmento ad a elica mediante i legami 
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peptidica a ripiegarsi in forma di a elica dipende dal tipo 
di residui che lo compongono e dalla loro sequenza all’in- 
terno del segmento. 


e La conformazione f3 organizza le catene polipeptidiche 

in foglietti 

Protein Architecture— B Sheet Nel 1951 Pauling e Corey ipo- 
tizzarono l’esistenza di un secondo tipo di struttura ripeti- 
tiva, la conformazione |. Si tratta di una conformazione 
più estesa della catena polipeptidica, definita dalla dispo- 
sizione degli atomi dello scheletro secondo specifici angoli 
diedrici (Tabella 4.1). Nella conformazione f lo scheletro 
della catena polipeptidica si estende in una conformazio- 
ne a zig-zag, anziché in una conformazione a spirale (Fi- 
gura 4.6). La disposizione di diversi segmenti, tutti nella 
conformazione f3, l’uno accanto all’altro è detta foglietto 
p. Per effetto della struttura a zig-zag dei singoli segmenti 
del polipeptide il foglietto appare di forma piatta. I lega- 


Catene laterali 
(sopra) 


Ras 


(a) Filamento f 


Vista 
laterale ®_ 


Catene laterali 
(sotto) 


(b) Foglietto f antiparallelo 


Vista 
dall’alto @ 


(c) Foglietto f parallelo 


Vista 
dall’alto o. 


65 À 


Figura 4.6 Conformazione f} delle catene polipeptidiche. 
Queste illustrazioni, in cui le catene polipeptidiche sono osservate 
(a) di lato e (b, c) dall'alto, mostrano la disposizione dei gruppi R che 
sporgono al di fuori del foglietto B e mettono in risalto l'andamento 
pieghettato formato dai piani in cui giacciono i legami peptidici 
(infatti una denominazione alternativa della struttura è foglietto 

B pieghettato). Sono anche mostrati i legami idrogeno tra catene 
adiacenti. L'orientamento delle catene adiacenti (frecce) dall'estremità 
amminica verso l'estremità carbossilica può avere la stessa direzione 
o quella opposta, formando (b) un foglietto fi antiparallelo o (c) un 
foglietto fi parallelo. 
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mi idrogeno si formano tra regioni adiacenti delle catene 
polipeptidiche all’interno del foglietto. I singoli segmenti 
che formano un foglietto } generalmente sono vicini l’uno 
all’altro nella catena polipeptidica, ma possono anche tro- 
varsi lontani nella sequenza lineare del polipeptide e pos- 
sono addirittura essere in catene polipeptidiche diverse. I 
gruppi R di amminoacidi adiacenti sporgono dalla strut- 
tura a zig-zag in direzioni opposte, creando un’alternanza 
“sopra-sotto” che è possibile osservare nella “prospettiva 
laterale” della Figura 4.6. 

Le catene polipeptidiche adiacenti di un foglietto f 
possono essere parallele o antiparallele (possono cioè ave- 
re lo stesso orientamento o un orientamento opposto del 
legame carboammidico NHA—CO). Le due strutture sono 
abbastanza simili, anche se il periodo che si ripete è più 
corto per la conformazione parallela (6,5 À anziché 7 À 
per l’antiparallela) e la disposizione dei legami idrogeno 
è diversa. I legami idrogeno presenti all’interno del fila- 
mento sono essenzialmente rettilinei (vedi la Figura 2.5) 
nel foglietto B antiparallelo, mentre nella variante paral- 
lela essi sono distorti. Le strutture ideali mostrano i valo- 
ri degli angoli di legame riportati nella Tabella 4.1. Que- 
sti valori possono variare nelle proteine reali, producen- 
do, come abbiamo visto in precedenza per le a eliche, va- 
riazioni strutturali. 


e lripiegamenti f3 sono frequenti nelle proteine 

Protein Architecture — B Tum Nelle proteine globulari, che 
hanno una struttura ripiegata compatta, alcuni residui am- 
minoacidici si trovano in ripiegamenti o anse, dove la ca- 
tena polipeptidica inverte la sua direzione (Figura 4.7). 
Questi ripiegamenti collegano tratti successivi in a eliche 
o in conformazioni B. Molto comuni sono i ripiegamenti 
f, che collegano le estremità di due segmenti adiacenti di 
un foglietto B antiparallelo. La struttura è costituita di un 
ripiegamento a 180° di una sequenza di quattro residui, 
dove il gruppo carbonilico del primo residuo forma un le- 
game idrogeno con l’idrogeno legato all’azoto del quarto. 
I legami peptidici dei due residui centrali non partecipa- 
no alla formazione di legami idrogeno. Sono stati descrit- 
ti diversi tipi di ripiegamenti fi, ciascuno definito da spe- 
cifici angoli + e y dei legami che collegano i quattro resi- 
dui amminoacidici che costituiscono il particolare ripiega- 
mento (Tabella 4.1). Residui di glicina e di prolina spesso 
si trovano nei ripiegamenti f; gli uni in quanto hanno una 
struttura piccola e flessibile, gli altri perché i legami pepti- 
dici che coinvolgono l’azoto imminico della prolina assu- 
mono facilmente la configurazione cis (Figura 4.8), parti- 
colarmente adatta ai ripiegamenti f. I due tipi di struttu- 
re B mostrati nella Figura 4.7 sono quelli più comuni e si 
trovano spesso vicino alla superficie delle proteine, dove 
i gruppi peptidici dei due residui amminoacidici centrali 
possono formare legami idrogeno con l’acqua. Meno co- 
mune è il ripiegamento Y, formato da tre residui, con un 
legame idrogeno tra il primo e il terzo. 


e Lestrutture secondarie comuni hanno caratteristici 

angoli diedrici 
Anche se le a eliche e le conformazioni f sono le struttu- 
re secondarie ripetitive principali più rappresentate nella 
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Ripiegamento f di tipo II 


Figura 4.7 Struttura di un ripiegamento f. | ripiegamenti f 

di tipo le Il sono i più comuni e si differenziano tra loro in base ai 
valori degli angoli e y dello scheletro peptidico nel ripiegamento 
(vedi la Tabella 4.1). Il ripiegamento di tipo | è riscontrabile nelle 
proteine con frequenza più che doppia rispetto al ripiegamento di 
tipo II. Il ripiegamento [ di tipo Il ha sempre un residuo di Gly nella 
terza posizione. Si noti la formazione di un legame idrogeno tra i 
gruppi peptidici del primo e del quarto residuo del ripiegamento. (I 
singoli amminoacidi sono racchiusi in grandi cerchi azzurri. In queste 
rappresentazioni non sono mostrati tutti gli atomi di H.) 


maggioranza delle proteine, esistono anche altre struttu- 
re ripetitive in alcune proteine specializzate (per esempio 
nel collageno; vedi la Figura 4.13). Ogni tipo di struttura 
secondaria può essere compiutamente descritto definen- 
do i valori degli angoli diedrici ò e y associati a ogni resi- 
duo. Come mostrato nel grafico di Ramachandran, gli an- 
goli diedrici che definiscono l’a elica e la conformazione 
B rientrano in un ambito abbastanza ristretto di struttu- 
re stericamente permesse (Figura 4.9a). La maggioranza 
dei valori di e y delle proteine note ricade nelle regioni 
che il grafico segnala come permesse. I valori sono per la 
maggior parte vicini a quelli previsti per l’a elica e per la 
conformazione [ (Figura 4.9b). Il solo amminoacido che 
spesso si trova al di fuori delle conformazioni permesse è 
la Gly, che può entrare a far parte di conformazioni steri- 
camente impedite ad altri amminoacidi, grazie alla sua ca- 
tena laterale molto piccola. 
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trans cis 


Isomeri della prolina 


Figura 4.8 Gli isomeri trans e cis del legame peptidico a cui 
partecipa l'atomo di azoto imminico della prolina. Oltre il 
99,95% dei legami peptidici tra residui amminoacidici diversi dalla 
prolina è nella configurazione trans. Circa il 6% dei legami peptidici 
in cui è coinvolto l'atomo di azoto imminico della prolina è invece 
nella configurazione cis; molti di questi legami sono presenti in 
ripiegamenti p. 


Foglietti 
$ antiparalleli 


Tripla elica 
del collageno 
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Figura 4.9 Grafico di Ramachandran per varie strutture. 

(a) | valori degli angoli + e y delle varie strutture secondarie 
teoricamente permesse sono gli stessi della Figura 4.3. Anche se 
strutture ad a elica sinistrorse lunghe diversi residui sono teoricamente 
possibili, esse non sono mai state osservate nelle proteine. (b) | valori 
degli angoli e y per tutti gli amminoacidi, eccetto la glicina, nell'enzima 
piruvato chinasi (isolato nel coniglio) si sovrappongono a quelli delle 
aree teoricamente permesse (vedi la Figura 4.3). | residui di Gly, piccoli e 
con un'elevata flessibilità conformazionale, sono stati esclusi in quanto 
molto spesso ricadono al di fuori degli intervalli attesi (in blu). 
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Figura 4.10 Spettroscopia in dicroismo circolare. Gli spettri qui 
rappresentati sono quelli della polilisina nel modello ad a elica, nella 
conformazione ft o in una forma denaturata, con struttura casuale. Le 
unità riportate sull'asse delle y sono una versione semplificata delle 
unità comunemente usate negli esperimenti di CD. Poiché le curve 
che si riferiscono all'a elica, alla conformazione f e a quella casuale 
sono differenti, lo spettro CD di una determinata proteina può fornire 
una stima approssimativa della frazione di proteina costituita dalle 
due più comuni strutture secondarie. Lo spettro CD della proteina 
nativa serve come riferimento dello stato avvolto, utile per seguire 

la denaturazione o le variazioni conformazionali che si verificano in 
soluzione acquosa. 


e Lestrutture secondarie comuni possono essere 
evidenziate dalla tecnica del dicroismo circolare 

Qualsiasi tipologia di asimmetria strutturale presente in 
una molecola produce differenze di assorbimento della lu- 
ce piano-polarizzata a destra o a sinistra. Le misure di tali 
differenze sono indicate con l’espressione spettroscopia 
in dicroismo circolare (CD). Una struttura ordinata, co- 
me quella di una proteina avvolta, dà luogo a uno spettro 
di assorbimento che mostra picchi o regioni con valori po- 
sitivi o negativi. Per le proteine, gli spettri vengono effet- 
tuati nella lontana regione UV (da 190 a 250 nm). La re- 
gione che assorbe la luce, detta a queste lunghezze d’onda 
cromoforo, è quella del legame peptidico. Quando il lega- 
me peptidico si trova in una regione avvolta in modo or- 
dinato si genera un segnale. La differenza dei coefficien- 
ti di estinzione molare (vedi il Box 3.1) per la luce piano- 
polarizzata a destra e a sinistra (Ae) viene riportata su un 
grafico in funzione della lunghezza d’onda. La elica e la 
conformazione f hanno caratteristici spettri CD (Figura 
4.10), che possono essere utilizzati per determinare se le 
proteine sono avvolte in modo corretto. Diventa così anche 
possibile stabilire la frazione della proteina avvolta in una 
delle due strutture secondarie comuni, e seguire le transi- 
zioni tra lo stato avvolto e non avvolto. 


SOMMARIO 4.2 
Struttura secondaria delle proteine 

e La struttura secondaria è l’organizzazione spaziale lo- 
calizzata degli atomi di segmenti specifici della catena 
polipeptidica. 
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* Le strutture secondarie regolari più comuni sono 
l’a elica, la conformazione f} e il ripiegamento R. 

* La struttura secondaria di un segmento polipeptidico 
può essere definita dai valori degli angoli $ e w per 
tutti iresidui amminoacidici del segmento. 

e La spettroscopia in dicroismo circolare è una tecnica 
che permette di stabilire la frazione di struttura secon- 
daria presente in una proteina e di seguire l’avvolgi- 
mento delle proteine. 


Struttura terziaria e quaternaria 
delle proteine 


& Protein Architecture — Introduction to Tertiary Structure La disposizio- 
ne nello spazio di tutti gli atomi di una proteina viene defini- 
ta come struttura terziaria. Mentre l’espressione “struttu- 
ra secondaria” si riferisce alla disposizione spaziale di residui 
amminoacidici adiacenti in un segmento di un polipeptide, 
la struttura terziaria tiene conto delle relazioni a lungo raggio 
nella sequenza amminoacidica. Gli amminoacidi che si tro- 
vano lontani in una sequenza polipeptidica e quindi fanno 
parte di tipi differenti di strutture secondarie possono intera- 
gire fra loro nella forma completamente avvolta della protei- 
na. La localizzazione dei ripiegamenti (come i ripiegamenti 
B) nella catena polipeptidica e il valore degli angoli che essi 
possono generare sono determinati dal numero e dalla loca- 
lizzazione dei residui che producono angoli, come la Pro, la 
Thy, la Ser e la Gly. Segmenti della catena polipeptidica che 
interagiscono vengono mantenuti nelle loro caratteristiche 
posizioni tipiche della struttura terziaria tramite diversi tipi 
di interazioni deboli e talora anche tramite legami covalen- 
ti, come i ponti disolfuro, che si instaurano tra segmenti di- 
versi di una proteina. 

Alcune proteine contengono due o più catene polipep- 
tidiche distinte, o subunità, che possono essere identiche 
o diverse. La disposizione di queste subunità in complessi 
tridimensionali prende il nome di struttura quaternaria. 

Considerando questi livelli strutturali, diventa utile 
definire due gruppi principali in cui possono essere clas- 
sificate molte proteine: le proteine fibrose, che hanno 
catene polipeptidiche disposte in lunghi fasci o in foglietti, 
ele proteine globulari, che hanno invece catene polipepti- 
diche ripiegate e assumono forme globulari o sferiche. I due 
gruppi sono strutturalmente distinti: le proteine fibrose sono 
costituite in gran parte da un unico tipo di struttura seconda- 
ria e la struttura terziaria è relativamente semplice, mentre 
le proteine globulari contengono più tipi di struttura secon- 
daria. I due gruppi differiscono anche funzionalmente per 
il fatto che le proteine che determinano la resistenza, la for- 
ma e la protezione esterna delle cellule dei vertebrati sono 
fibrose, mentre gli enzimi e le proteine regolatrici sono per 
la maggior parte globulari. 


e  Leproteine fibrose sono adattate a ruoli strutturali 

Protein Architecture — Tertiary Structure of Fibrous Protein T.a-chera- 
tina, il collageno e la fibroina della seta sono esempi della 
relazione esistente tra la struttura di una proteina e la sua 
funzione biologica (Tabella 4.3). Le proteine fibrose hanno 
proprietà tali da conferire resistenza e/o elasticità alla strut- 
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BM Tabella 4.3 Struttura secondaria e proprietà di alcune proteine fibrose 


Struttura Caratteristiche 


Esempi 


a Elica, con ponti disolfuro trasversali 


Strutture protettive dure e insolubili 


a-Cheratina di capelli, penne e unghie 


di varia resistenza e flessibilità 


Conformazione ft Filamenti soffici e flessibili 


Tripla elica del collageno 


tura di cui fanno parte. In ogni caso, l’unità strutturale di 
base è un semplice elemento di struttura secondaria ripe- 
tuto. Tutte le proteine fibrose sono insolubili in acqua, una 
caratteristica che dipende dalla presenza di elevate concen- 
trazioni di amminoacidi idrofobici sia all’interno sia sulla 
superficie della proteina. Le superfici idrofobiche sono ben 
nascoste al solvente mediante l’associazione a catene poli- 
peptidiche simili in elaborati complessi sopramolecolari. Le 
proteine fibrose, per la semplicità della loro struttura, sono 
state particolarmente utili per identificare alcuni dei prin- 
cipi fondamentali della struttura delle proteine. 


a-Cheratina Le a-cheratine si sono evolute con una strut- 
tura adatta a resistere alla tensione. Si trovano solo nei mam- 
miferi dove rappresentano la quasi totalità del peso secco 
dei capelli, della lana, delle penne, delle unghie, degli arti- 
gli, delle corna, degli zoccoli e degli strati esterni della 
pelle. Le a-cheratine fanno parte di una grande famiglia 
di proteine chiamate proteine dei filamenti intermedi (IF). 
Nel citoscheletro delle cellule animali sono presenti altre 
proteine IF e tutte hanno funzioni strutturali e caratteristi- 
che comuni, esemplificate dall’a-cheratina. 

La elica dell’a-cheratina è destrorsa ed è presente in 
molte altre strutture proteiche. Francis Crick e Linus Pau- 
ling negli anni ’50 ipotizzarono indipendentemente uno 
dall’altro che le a eliche della cheratina fossero organiz- 
zate in una struttura avvolta (coiled coil). Due catene di 
a-cheratina con la stessa direzionalità (con gli amminoa- 
cidi amminoterminali alla stessa estremità) si avvolgono 
una sull’altra per formare un superavvolgimento. Questa 
organizzazione strutturale aumenta la resistenza dell’inte- 
ro complesso, come accade in una corda (Figura 4.11). La 
curvatura dell’asse di un’a elica che si determina quando 
si forma un coiled coil spiega la differenza tra il valore di 
5,4 À per giro dell’a elica previsto da Pauling e Corey e il 
valore di 5,15-5,2 À dell'unità ripetitiva osservato median- 
te diffrazione dei raggi X della proteina dei capelli (pagina 
127). L'andamento elicoidale del superavvolgimento è sini- 
strorso, opposto a quello delle a eliche. Le superfici dove le 
due eliche si toccano nella struttura avvolta sono rivestite 
da amminoacidi idrofobici; i loro gruppi R si inseriscono 
l’uno vicino all’altro con un'alternanza perfettamente re- 
golare. Ciò permette un avvicinamento massimo delle ca- 
tene all’interno del superavvolgimento. Non è quindi sor- 
prendente che le a-cheratine siano ricche di residui idro- 
fobici Ala, Val, Leu, Ile, Met e Phe. 

Una singola catena polipeptidica di a-cheratina in un 
superavvolgimento ha una struttura terziaria relativamente 
semplice, dominata da una struttura secondaria ad a elica 
con un asse che ha l'andamento di una superelica sinistror- 
sa. Favvolgimento di queste due catene polipeptidiche è un 
esempio di struttura quaternaria. I coiled coil come que- 


Molto resistente alla tensione, senza elasticità 


Fibroina della seta 


Collageno dei tendini e della matrice delle ossa 


sto sono elementi strutturali comuni nelle proteine fibrose 
e nella proteina del muscolo miosina (vedi la Figura 5.27). 
La struttura quaternaria dell’a-cheratina può essere abba- 
stanza complessa. Molti coiled coil possono essere integrati 
in grandi complessi sopramolecolari, come accade quando 


a Elica —— _ (MANINANAI 


della cheratina 


Coiled col —— ‘’resessezeazena 


a due catene 


Protofilamento { VALLILLIZIZZZZI (PIILIZ: 20-30 À 


Protofibrilla ‘ w 


(a) 


Filamento 
intermedio 


Protofibrilla 


Protofilamento 


Coiled coil 
a due catene 


a Elica 


(b) Sezione trasversale di un capello 


Figura 4.11 Struttura del capello. (a) L'a-cheratina dei capelli è 
una lunga a elica con diversi ispessimenti in corrispondenza delle 
terminazioni amminiche e carbossiliche. Alcune coppie di queste 
eliche si avvolgono con andamento sinistrorso e formano strutture 
avvolte (coiled coils). Queste, a loro volta, generano strutture ancora 
più ordinate dette protofilamenti e protofibrille. Quattro protofibrille 
— 32 filamenti di a-cheratina insieme - si combinano per formare un 
filamento intermedio. Le due catene singole che formano i coiled coil 
nelle varie strutture sembrano essere a loro volta avvolte insieme, 

ma non conosciamo le modalità di questo avvolgimento e altri 
particolari strutturali. (b) Un capello è un aggregato di molti filamenti 
di a-cheratina costituiti da sottostrutture, come mostrato in (a). 
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Quando i capelli sono esposti al vapore acqueo (calore umido), 
le a eliche delle a-cheratine possono essere stirate fino ad assu- 
mere una conformazione B completamente estesa. In seguito 
a raffreddamento esse riacquistano spontaneamente la con- 
formazione ad a elica. Questa caratteristica delle a-cheratine 
e inumerosi ponti disolfuro sono la base della “permanente” 
(ondulazione dei capelli). I capelli che si vogliono ondulare 
vengono prima arrotolati intorno a un oggetto di forma ap- 
propriata. Viene poi applicata una soluzione di un agente ri- 
ducente, di solito un composto contenente gruppi sulfidrilici 
(—SH); questo trattamento 

viene effettuato a caldo. { / / 


L’agente riducente rompei | \ ( | 


ponti disolfuro trasversali, g=gsl \smu 
1002-0100 sanno di essi a Presa sE la 
due residui di cisteina.Ilva- | \.riduzione | \ 
pore acqueo rompeilegami | / {si RS) 
idrogeno, e la struttura ad Ven -sH HS 

da da do suna polipep- {eee st His 
tidica si srotola e si allunga. a] | 


l’a-cheratina entra a far parte dei filamenti intermedi dei 
capelli (Figura 4.11b). 

La resistenza delle proteine fibrose è aumentata da 
legami covalenti crociati tra le catene polipeptidiche pre- 
senti all’interno di una struttura “a corda” o tra catene 
adiacenti nel complesso sopramolecolare. Nelle a-che- 
ratine i legami crociati che stabilizzano la struttura qua- 
ternaria sono ponti disolfuro (Box 4.2). Nelle a-cherati- 
ne più dure e resistenti, come quelle del corno dei rino- 
ceronti, più del 18% dei residui totali è costituito dalle 
cisteine dei ponti disolfuro. 


Collageno Il collageno, come le a-cheratine, si è evolu- 
to per resistere alle tensioni. È presente nel tessuto con- 
nettivo come il tendine, la cartilagine, la matrice organi- 
ca delle ossa e la cornea dell'occhio. Lelica del collageno 
è una struttura secondaria unica, del tutto distinta dall’a 


i piega (-S82 rsa / ossidazione ea/ 


Dopo un certo tempo la soluzione riducente viene lavata via, e 
viene aggiunto un agente ossidante per riformare ponti disol- 
furo nuovi tra coppie di residui di Cys di catene adiacenti, ma 
non tra le stesse coppie che formavano i ponti disolfuro prima 
del trattamento. Dopo il lavaggio e l’asciugatura dci capelli, le 
catene polipeptidiche rigenerano la struttura ad a elica. Le 
fibre dei capelli si piegano ora nel modo desiderato poiché 
i nuovi ponti disolfuro trasversali esercitano una torsione o 
un avvitamento dei fasci di avvolgimenti ad a elica delle fibre 
dei capelli. Lo stesso processo è utilizzato per stirare i capelli 
naturalmente ricci. La “per- 

; 7 manente” non è in realtà 

/ [ permanente: i capelli cre- 


I / | 
/ 


scono, e quando i nuovi 
vanno a sostituire quelli 
vecchi le a-cheratine delle 


oe | 


| \ nuove strutture presentano 


\ set la disposizione naturale dei 
ponti disolfuro. 


elica. È sinistrorsa e ha tre residui amminoacidici per gi- 
ro (Figura 4.12 e Tabella 4.1). Il collageno è un coiled coil, 
ma con una caratteristica struttura terziaria e quaterna- 
ria: tre catene polipeptidiche separate, dette catene a (da 
non confondere con le a eliche), sono superavvolte le une 
sulle altre (Figura 4.12c). L’avvolgimento superelicoida- 
le è destrorso nel collageno, mentre le singole catene a 
sono sinistrorse. 

Nei vertebrati esistono molti tipi di collageno nei qua- 
li la Gly rappresenta il 35% dei residui totali, l’Ala 711% e 
la Pro insieme alla 4-Hyp (4-idrossiprolina, un amminoa- 
cido non comune; vedi la Figura 3.8a) circa il 21%. La ge- 
latina alimentare deriva dal collageno, ma ha un valore 
nutrizionale basso in quanto nella proteina collageno so- 
no estremamente scarsi gli amminoacidi essenziali per la 
dieta dell’uomo. Questa insolita composizione degli am- 
minoacidi è imposta dalle restrizioni strutturali presenti 


Figura 4.12 Struttura del collageno. (Ottenuta da PDB ID 1CGD.) 

(a) La catena a del collageno ha una struttura secondaria ripetitiva. 

La sequenza ripetitiva del tripeptide Gly-X-Pro oppure Gly-X-4-Hyp 
assume una struttura elicoidale sinistrorsa con tre residui per giro. La 
sequenza ripetitiva usata per generare questo modello è Gly-Pro-4-Hyp. 
(b) Modello a spazio pieno della stessa catena a del collageno. (c) Tre 

di queste eliche (mostrate in grigio, azzurro e viola) si avvolgono l'una 
intorno all'altra con un andamento destrorso. (d) Una rappresentazione 
a palle e bastoncini della superelica a tre catene del collageno vista da 
una delle estremità. | residui di Gly sono in rosso. La glicina, proprio per le 
sue piccole dimensioni, è necessaria per conferire compattezza alla tripla 
elica, consentendo la formazione di giunzioni forti nei punti in cui le tre 
catene entrano in contatto. | modelli usati in questa rappresentazione 
non rispettano le dimensioni reali dei raggi di van der Waals dei singoli 
atomi. Il centro della tripla elica non è vuoto, come appare nella figura, 
ma è invece totalmente riempito. 


CAPITOLO 4 


134. Struttura tridimensionale delle proteine 


© 978-88-08-26148-9 


nell’elica del collageno. La sequenza amminoacidica del 
collageno è costituita da un’unità tripeptidica ripetuta, 
Gly-X-Y, dove X è spesso Pro e Y è spesso 4-Hyp. I residui 
di Gly sono gli unici che si possono adattare ai punti in cui 
le catene a sono molto ravvicinate (Figura 4.12d); i resi- 
dui di Pro e 4-Hyp consentono lo stretto avvolgimento del- 


la catena polipeptidica del collageno. La sequenza ammi- 
noacidica e la struttura quaternaria a superavvolgimento 
del collageno consentono alle tre catene polipeptidiche di 
avvicinarsi notevolmente. La 4-idrossiprolina ha un ruo- 
lo particolare nella struttura del collageno e nella storia 
dell’uomo (Box 4.3). 


gione per cui marinai, esploratori e studenti dovrebbero nutrirsi con frutta e verdure fresche 


...da questa sventura, insieme all’insalubrità del pa- 
ese, dove non cade mai una goccia di pioggia, siamo 
stati colpiti dal “morbo da accampamento”, a tal 
punto da far raggrinzire la carne dei nostri arti e da 
far ricoprire la pelle delle nostre gambe di macchie 
scure e maleodoranti come un vecchio cavastivali, e 
da attaccare anche le gengive di quelli che avevano 
contratto la malattia, e nessuno poteva scampare da 
questa malattia se non attraverso la morte. Questo era 
il segnale: quando il naso cominciava a sanguinare, 
allora la morte era alle porte... 

Tratto da The Memoirs of the Lord of Joinville, 1300 ca. 


Questo brano descrive la condizione dell’esercito di 
Luigi IX alla fine della settima crociata (1248-1254) in 
cui l’esercito dei crociati indebolito dallo scorbuto, fu 
sconfitto dagli Egiziani. Di quale natura era la malattia 
che tormentava questi soldati del XIII secolo? 

Lo scorbuto è causato dalla mancanza di vitamina C, o 
acido ascorbico (ascorbato). La vitamina C è necessaria, tra 
le altre cose, per l’ossidrilazione della prolina e della lisina 
nella molecola del collageno; lo scorbuto è una malattia 
dadeficit caratterizzata dalla degenerazione generalizzata 
del tessuto connettivo. Le manifestazioni dello scorbuto in 
fase avanzata comprendono piccole e numerose emorra- 
gie, dovute a molteplici cause: fragilità dei vasi sanguigni, 
perdita dei denti, insufficiente cicatrizzazione delle ferite e 
riapertura di quelle vecchie, dolore e degenerazione delle 
ossa e infine insufficienza cardiaca. Casi più moderati di 
insufficienza di vitamina C sono caratterizzati da affatica- 
mento, irritabilità e aumento della gravità delle infezioni 
respiratorie. La maggior parte degli animali produce una 
notevole quantità di vitamina C dalla conversione del glu- 
cosio in ascorbato mediante quattro tappe enzimatiche. 
Nel corso dell'evoluzione, però, l’uomo e altri animali - 
gorilla, porcellini d’India (cavie) e pipistrelli - hanno perso 
l’ultimo enzima della via di sintesi dell’ascorbato e devono 
quindi assumere questo composto con la dieta. Numerosi 
frutti e ortaggi contengono vitamina C. Fino al 1800, tut- 
tavia, l’ascorbato era spesso assente nei cibi disidratati o 
conservati per l’inverno o per i lunghi viaggi. 

Lo scorbuto è stato citato dagli Egiziani nel 1500 a.C. ed 
è stato descritto da Ippocrate nelle sue opere nel V se- 
colo a.C. Eppure non attirò la pubblica attenzione fino 
ai viaggi compiuti dagli esploratori europei dal 1500 al 
1800. La prima circumnavigazione del globo, effettuata da 
Ferdinando Magellano (1519-1522), si concluse con la per- 
dita di più dell’80% dell’equipaggio a causa dello scorbuto. 
In occasione del secondo viaggio di Jacques Cartier lungo 
il corso del fiume San Lorenzo (1535-1536), l'equipaggio 


fu colpito da numerose malattie, rischiando di scomparire 
completamente, fino a quando i nativi americani non in- 
segnarono ai marinai come preparare il tè al cedro, che 
curava e preveniva lo scorbuto (in quanto ricco di vitamina 
C). Le epidemie invernali di scorbuto in Europa furono 
gradualmente eliminate nel corso del XIX secolo grazie 
alla diffusione della coltivazione della patata, importata 
dal Sud America. 

Nel 1747 James Lind, un medico scozzese della marina da 
guerra britannica, eseguì il primo studio clinico controllato 
registrato nella storia. Nel corso 
di un lungo viaggio sulla nave da 
guerra HMS Salisbury dotata di 
50 cannoni, Lind selezionò 12 
marinai affetti da scorbuto e li 
divise in gruppi di due. Anche 
se la dieta era uguale per tutti 
e dodici, a ogni gruppo veniva 
dato un rimedio diverso per lo 
scorbuto tra quelli raccoman- 
dati all’epoca. I marinai a cui 
erano stati dati limoni e arance 
guarirono e tornarono in servi- 
zio. I marinai a cui era stato dato 
succo di mela bollito migliorarono leggermente. Tutti gli 
altri continuarono a peggiorare. Nel 1753 Lind pubblicò 
il Treatise on the Scurvy (Trattato sullo scorbuto), ma nella 
marina da guerra britannica non vennero presi provvedi- 
menti per altri 40 anni. 

Nel 1795 l’ammiragliato britannico finalmente fornì a tutti 
i marinai una razione di succo concentrato di lime o di 
limone (da qui l’appellativo di limeys rivolto ai marinai 
inglesi). Lo scorbuto continuò a essere un problema in altre 
parti del mondo fino al 1932, quando lo scienziato unghe- 
rese Albert Szent-Gyérgyi dell’Università di Pittsburgh e 
i ricercatori W.A. Waugh e C.G. King isolarono e sintetiz- 
zarono l’acido ascorbico. 

Pacido L-ascorbico (vitamina C) è una polvere cristallina 
bianca, inodore. Si scioglie facilmente in acqua, mentre è 
relativamente insolubile nei solventi organici. Liofilizzata 
e tenuta al riparo dalla luce, questa sostanza è stabile per 
tempi abbastanza lunghi. Il corretto apporto quotidiano 
di questa vitamina è ancora in discussione. La dose gior- 
naliera raccomandata negli Stati Uniti è di circa 90 mg 
(in Australia e nel Regno Unito 60 mg; in Russia 125 mg). 
Oltre agli agrumi e alla maggior parte della frutta fresca, 
altri alimenti contengono vitamina C: tra questi il pepe, i 
pomodori, le patate e i broccoli. La vitamina C della frutta 
e della verdura si degrada in seguito alla cottura oppure 
alla conservazione prolungata. 


James Lind, 1716-1794; 
medico di bordo 
dal 1739 al 1748. 


> (segue) 
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Box 4.3 (segue) 


Perché l’acido ascorbico è così importante per la salute 
dell’uomo? Di particolare interesse per noi è il suo ruolo 
nella formazione del collageno. Come si è già detto, il 
collageno è formato da ripetizioni del tripeptide Gly-X-Y, 
dove X e Y sono generalmente Pro o 4-Hyp, il derivato 
della prolina (4R)-L-idrossiprolina, che ha un ruolo es- 
senziale nell’avvolgimento del collageno e nel manteni- 
mento della sua struttura. Fanello della prolina si trova 
normalmente sotto forma di una combinazione di due 
conformazioni “ripiegate”, chiamate C,-endo e C,-eso 
(Figura 1). La struttura dell’elica del collageno richiede 
che il residuo di prolina nella posizione Y sia nella con- 
formazione C,-eso; questa conformazione viene stabi- 
lizzata dalla presenza dell’ossidrile nella posizione C-4 
della 4-Hyp. La struttura del collageno richiede anche 
che il residuo di prolina nella posizione X abbia la con- 
formazione C,-endo; l’introduzione di un residuo 4-Hyp 
in questa posizione destabilizza l’elica del collageno. In 
assenza di vitamina C, le cellule non possono ossidrilare 
la prolina nelle posizioni Y. Ne deriva un’instabilità del 
collageno, con tutti i conseguenti problemi dovuti all’in- 
sorgenza dello scorbuto. 

Per l’ossidrilazione di specifici residui di Pro del procolla- 
geno, il precursore del collageno, è necessario l'intervento 
dell’enzima prolil 4-idrossilasi. Questo enzima (M, 240000) 
è un tetramero a, presente in tutti i vertebrati. l'attività 
prolin-ossidrilasica risiede nelle subunità a. Ciascuna sub- 
unità a contiene un atomo di Fe non eme (Fe?*), e l’en- 
zima appartiene a una classe di idrossilasi che richiede 
a-chetoglutarato per le sue reazioni. 

Nella normale reazione di ossidrilazione del residuo di 
prolil 4-idrossilasi (Figura 2a), una molecola di a-che- 
toglutarato e una molecola di O; si legano all’enzima. 
Pa-chetoglutarato subisce decarbossilazione ossidativa, 


(a) 
Gail COOH 
H 
HC—C CH, 
CH, + CH, +0, 

N— Cc mi 
î, c=0 
COOH 


Residuo Pro a-Chetoglutarato 


(b) c00H HaoA 
CH, HCOH 
| - O 
CH POxt. c=0 

\ / 
el a 
COOH HO OH 
a-Chetoglutarato Ascorbato 


Figura 2 Le reazioni catalizzate dalla prolil 4-idrossilasi. (a) La 
reazione normale, accoppiata all'ossidrilazione della prolina, non 
richiede la presenza di acido ascorbico. Il destino dei due atomi 
di ossigeno dell'O, è evidenziato in rosso. (b) La reazione non 
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Figura 1 La conformazione C,-endo della prolina e la 
conformazione C,-eso della 4-idrossiprolina. 


formando CO; e succinato. Patomo di ossigeno viene poi 
usato per l’ossidrilazione di un residuo di Pro del pro- 
collageno. Questa reazione non richiede la presenza di 
ascorbato. La prolil 4-idrossilasi, tuttavia, catalizza anche 
la decarbossilazione ossidativa di a-chetoglutarato non 
accoppiata all’ossidrilazione della prolina (Figura 2b). Nel 
corso della reazione l’atomo di Fe°* si ossida e la forma 
ossidata dell'enzima è inattiva, cioè non più in grado di 
ossidrilare la prolina. P'ascorbato usato nella reazione con- 
sente probabilmente la riduzione del ferro necessaria per 
ripristinare la forma attiva dell’enzima. 

Lo scorbuto rimane un problema tutt'oggi. La patologia 
viene ancora riscontrata non solo in regioni sperdute dove 
i cibi altamente nutritivi sono scarsi, ma sorprendente- 
mente nei campus universitari degli Stati Uniti. Molti stu- 
denti non consumano praticamente verdure e passano 
giorni senza mangiare frutta. Nel 1998 uno studio su 230 
studenti dell'Arizona State University rilevò che il 10% 
presentava grave carenza di vitamina Ce che due studenti 
avevano il livello di vitamina C così basso da essere a rischio 
di scorbuto. Solo la metà degli studenti presi in esame 
assumeva la dose giornaliera raccomandata di vitamina C. 
Mangiate frutta e verdure fresche! 


O=C 
Ha COOH 
l HC-C OH | 
Fe” Mel + CH +00 
gd X 2 2 
H, PH 
COOH 
Residuo 4-Hyp Succinato 
ii 
COOH "I 
+ | 
Fe CH, #05 + ca Xe=o 
pr ii 
i 
COOH O 0 
Succinato Deidroascorbato 


accoppiata in cui l'a-chetoglutarato subisce la decarbossilazione 
ossidativa, ma senza l'idrossilazione della prolina. L'acido ascorbico in 
questo processo viene consumato stechiometricamente in base alla 
conversione in deidroascorbato, impedendo l'ossidazione di Fe?*. 
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Teste delle molecole 
di collageno 


Striature trasversali 
640 A (64 nm) 


Porzione di una molecola di collageno 


La resistenza alla tensione viene amplificata dallo stret- 
to avvolgimento delle tre catene a nella tripla elica del col- 
lageno e diventa maggiore di quella di un filo di acciaio di 
uguale diametro. Le fibre di collageno (Figura 4.13) sono 
organizzazioni sopramolecolari costituite da triple moleco- 
le di collageno (in qualche caso chiamate molecole di tro- 
pocollageno) che si associano tra loro in vari modi per ge- 
nerare diversi gradi di resistenza alla tensione. Le catene a 
all’interno di una molecola di collageno e le molecole di col- 
lageno all’interno di una fibra sono unite tra loro da legami 
covalenti crociati di tipo insolito che coinvolgono residui di 
Lys, di HyLys (b-idrossilisina; vedi la Figura 3.8a) o di His 
presenti in alcune posizioni X e Y del collageno. Questi le- 
gami creano residui non comuni come la deidroidrossilisi- 
nonorleucina. La rigidità e al tempo stesso la fragilità tipi- 
che del tessuto connettivo delle persone anziane derivano 
dall’accumulo di legami crociati nelle fibre di collageno. 

/ 


Di / 
208 CH, CH, CH,-CH=N—-CHy “a CHy-CHy CH 


Catena Residuo di Lys Residuo Catena 
polipeptidica che ha perso di HyLys polipeptidica 


il gruppo amminico € 
(norleucina) 


Deidroidrossilisinonorleucina 


Un mammifero ha più di 30 varianti strutturali 
di collageno, presenti in particolari tessuti. Cia- 
scuna forma differisce dalle altre per la sequen- 
za amminoacidica delle catene e per la funzione. Alcuni 
difetti genetici dell’uomo che coinvolgono il collageno di- 
mostrano la stretta relazione che esiste tra sequenza am- 
minoacidica e struttura tridimensionale di questa protei- 
na. Nell’osteogenesi imperfetta si ha una formazione ano- 


LS 
N-H 
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Figura 4.13 Struttura della fibra di collageno. Il collageno 

(M, 300 000) è una molecola a forma di bastoncino, lunga circa 3000 À 
e con uno spessore di soli 15 À. | tre polipeptidi avvolti in modo 
elicoidale possono avere diverse sequenze, ma ognuno contiene circa 
1000 residui amminoacidici. Le fibre di collageno sono costituite da 
molte molecole allineate in modo sfalsato e unite da legami crociati 
che ne aumentano la forza. Questo tipo di allineamento e il contenuto 
di legami crociati variano da tessuto a tessuto e producono le tipiche 
striature trasversali che si osservano al microscopio elettronico. 
Nell'esempio mostrato, l'allineamento delle teste ogni quarta molecola 
produce striature distanziate da 640 À (64nm). 


mala dell’osso nei bambini; nella popolazione umana si 
possono riscontrare almeno otto varianti di questa patolo- 
gia, con diversi gradi di severità. La sindrome di Ehlers- 
Danlos, di cui esistono almeno sei varianti nell'uomo, è ca- 
ratterizzata da giunzioni poco salde. Il compositore Nicco- 
lò Paganini (1782-1840) era famoso per la sua abilità, ap- 
parentemente impossibile, nel suonare il violino. Egli era 
affetto da una variante della sindrome di Ehlers-Danlos, 
che lo rendeva in effetti doppiamente snodato. Alcune va- 
rianti di queste patologie possono essere letali, mentre al- 
tre causano problemi che si protraggono per tutta la vita 
del paziente. 

Tutte le varianti di entrambe le malattie derivano dal- 
la sostituzione di un solo residuo di Gly in ciascuna cate- 
na a (nelle due patologie si tratta ovviamente di due di- 
versi residui di Gly) con uno dotato di una catena latera- 
le più grande (come Cys o Ser). Queste sostituzioni di un 
solo residuo hanno effetti catastrofici sulla funzione del 
collageno, in quanto rompono l’unità ripetitiva Gly-X-Y, 
responsabile della struttura elicoidale caratteristica del 
collageno. Dato il suo ruolo fondamentale nella tripla eli- 
ca del collageno (Figura 4.12d), la Gly non può essere so- 
stituita da nient'altro senza che si abbiano effetti deleteri 
all’interno della struttura. O 


Fibroina della seta La fibroina, la proteina della seta, 
viene prodotta dagli insetti e dai ragni. Le sue catene po- 
lipeptidiche si trovano quasi esclusivamente nella confor- 
mazione p. La fibroina è ricca di residui di Ala e di Gly, 
che permettono di avvicinare molto le catene tra loro e 
di formare un foglietto B compatto, dato che le cate- 
ne laterali R si integrano perfettamente (Figura 4.14). 
La struttura complessiva è stabilizzata da molti lega- 
mi idrogeno tra i gruppi peptidici nelle catene poli- 
peptidiche impegnate nel foglietto f} e dall’ottimizza- 
zione delle interazioni di van der Waals tra foglietti 
differenti. La seta non si può allungare, in quanto la 
conformazione f della fibroina è già completamen- 
te estesa (Figura 4.6). La struttura risulta comunque 
flessibile, poiché i foglietti sono tenuti assieme da intera- 
zioni deboli invece che da legami covalenti, come i ponti 
disolfuro nelle a-cheratine. 


e Nelle proteine globulari la diversità strutturale riflette 

la diversità funzionale 
Nelle proteine globulari diversi segmenti della catena po- 
lipeptidica (o catene polipeptidiche multiple) si avvolgo- 
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Foglietto B antiparallelo 


(b) 


no gli uni sugli altri, generando una struttura più com- 
patta di quella delle proteine fibrose (Figura 4.15). Dav- 
volgimento delle proteine è anche responsabile delle di- 
versità strutturali, che permettono una gamma di fun- 
zioni così vasta. Le proteine globulari comprendono gli 
enzimi, le proteine di trasporto, le proteine regolatrici, 
le immunoglobuline e tante altre proteine che hanno le 
più svariate funzioni. 


Conformazione f 


2000 x 5A 

-— ——— & 

o Elica Forma globulare nativa 
900 Xx 11. A 100 X 60 A 


Figura 4.15 La struttura delle proteine globulari è varia 

e compatta. L'albumina del siero umano (M, 64 500) ha 585 
amminoacidi in una sola catena polipeptidica. Nella figura sono 
mostrate le dimensioni approssimate che questo singolo polipeptide 
potrebbe avere se potesse assumere per intero conformazioni 
adaelica o a foglietto B. È anche indicata la dimensione reale 

della proteina nella sua forma globulare nativa, determinata per 
cristallografia ai raggi X. La catena polipeptidica deve avvolgersi in 
modo molto compatto per poter assumere queste dimensioni. 


Catene 
laterali 
di Gly 
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Figura 4.14 Struttura della seta. Le fibre di un tessuto di seta o 
della rete di una ragnatela sono costituite da fibroina. (a) La fibroina 
contiene strati antiparalleli di foglietti p ricchi di residui di Ala e di Gly. 
Le catene laterali di piccole dimensioni di questi residui permettono 
una perfetta sovrapposizione dei foglietti, come mostrato nel 
modello a palle e bastoncini. (b) In questa fotografia a colori al 
microscopio elettronico, i fili di fibroina (in blu) stanno emergendo 
dalla filiera di un ragno. 


La trattazione delle proteine globulari inizia con una 
discussione sui principi derivati dallo studio della strut- 
tura delle prime proteine isolate. Seguirà una dettaglia- 
ta descrizione delle sottostrutture proteiche e una loro 
catalogazione comparata. Ciò è stato reso possibile dalle 
numerosissime informazioni disponibili via Internet nel- 
le banche dati accessibili, in particolare la Protein Data 
Bank (Box 4.4). 


e Lamioglobina ha rappresentato il primo esempio della 

complessità strutturale delle proteine globulari 

Protein Architecture — Tertiary Structure of Small Globular Proteins, Il. Myo- 
globin. Il primo passo verso la comprensione della strut- 
tura tridimensionale delle proteine globulari è stato fat- 
to da John Kendrew e collaboratori, con i loro studi sul- 
la diffrazione dei raggi X della mioglobina negli anni ’50. 
La mioglobina è una proteina muscolare relativamente 
piccola (M, 16 700), che lega l'ossigeno. La sua funzione è 
quella di immagazzinare l’ossigeno e di facilitarne la dif- 
fusione nei muscoli in rapida contrazione. È costituita 
da 153 amminoacidi, di cui è nota la sequenza, e da una 
singola protoporfirina, o gruppo eme. Lo stesso gruppo 
eme della mioglobina è presente anche nell’emoglobina, 
la proteina che lega l'ossigeno negli eritrociti, responsa- 
bile del colore rosso brunastro sia della mioglobina che 
dell'emoglobina. La mioglobina è particolarmente abbon- 
dante nei muscoli dei mammiferi marini che rimangono 
immersi a lungo, come il capodoglio, la foca e la focena, 
tanto da conferire ai muscoli di questi animali un inten- 
so colorito brunastro. La funzione di deposito dell’ossi- 
geno della mioglobina e la sua distribuzione permettono 
ai mammiferi marini di rimanere immersi per lunghi pe- 
riodi. L'attività della mioglobina e di altre globine verrà 
analizzata in dettaglio nel Capitolo 5. 
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Box 4.4 La Banca dati delle proteine 
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Il numero delle strutture tridimensionali delle proteine è 
ormai nell’ordine di alcune decine di migliaia e raddoppia 
ogni due anni circa. Questa ricchezza di informazioni 
sta rivoluzionando le nostre conoscenze sulla struttura 
delle proteine, sulla relazione tra struttura e funzione e 
sui percorsi evolutivi che hanno permesso alle proteine 
di assumere le forme attuali, osservabili all’interno di 
famiglie proteiche omologhe man mano che vengono alla 
luce le informazioni presenti nelle banche dati. Una delle 
risorse più importanti disponibili è la Protein Data Bank 
(Banca dati delle proteine) (PDB; www.pdb.org). 

La PDB è un archivio di strutture tridimensionali deter- 
minate sperimentalmente di macromolecole biologiche; 
essa raccoglie praticamente tutte le strutture macromole- 
colari (proteine, RNA, DNA, ecc.) che sono state determi- 
nate fino a oggi. A ciascuna struttura viene assegnata una 
sigla identificatrice di quattro lettere (chiamata PDB ID). 


La Figura 4.16 mostra alcune immagini della struttura 
della mioglobina, che illustrano come la catena polipepti- 
dica si avvolga per assumere la sua struttura tridimensio- 
nale caratteristica, cioè la sua struttura terziaria. Il grup- 
po in rosso, circondato dalla proteina, è il gruppo eme. Lo 
scheletro della molecola della mioglobina è costituito da 
otto segmenti relativamente compatti di a eliche interrotte 
da ripiegamenti, alcuni dei quali sono ripiegamenti ft. la 
elica più lunga ha 23 residui amminoacidici e la più corta 
ne ha soltanto sette; tutte sono destrorse. Più del 70% degli 
amminoacidi della molecola della mioglobina è strutturato 
in a eliche. L'analisi ai raggi X ha rivelato la posizione pre- 
cisa di ogni gruppo R, ciascuno dei quali riempie tutto lo 
spazio esistente all’interno della catena ripiegata che non 
è stato occupato dagli atomi dello scheletro. 

Si possono trarre altre conclusioni rilevanti dalla 
struttura della mioglobina. La posizione delle catene la- 
terali degli amminoacidi è dovuta a una struttura la cui 
stabilità dipende in gran parte da interazioni idrofobiche. 


Per ogni struttura ottenuta tramite la banca dati riportata 
nel testo le rispettive sigle vengono fornite nelle didasca- 
lie delle figure, in modo che gli studenti e gli insegnanti 
possano esplorare le stesse figure via Internet. I file della 
PDB forniscono le coordinate spaziali di ciascun atomo di 
cui è nota la posizione (molte delle strutture catalogate 
non sono complete). Altri file forniscono informazioni su 
come sono state ottenute le strutture e sul loro grado di 
accuratezza. Le coordinate atomiche possono essere con- 
vertite inimmagini macromolecolari usando programmi 
per la visualizzazione tridimensionale delle strutture. 
Consigliamo agli studenti di collegarsi alla PDB per vi- 
sualizzare le strutture ed eventualmente scriverle uti- 
lizzando gli appositi programmi disponibili nella Banca 
dati. Le strutture delle macromolecole possono essere 
scaricate e analizzate in dettaglio, utilizzando software 
come Jmol. 


La maggior parte dei gruppi R idrofobici si trova all’in- 
terno della molecola della mioglobina, lontano dal con- 
tatto con l’acqua. Tutti i gruppi R polari, meno due, sono 
localizzati sulla superficie esterna della molecola e tutti 
sono quindi idratati. La molecola della mioglobina è co- 
sì compatta che al suo interno vi è spazio solo per quat- 
tro molecole di acqua. Questo denso nucleo idrofobico è 
tipico delle proteine globulari. La frazione di spazio oc- 
cupata dagli atomi in un composto organico allo stato li- 
quido varia da 0,4 a 0,6. In una proteina globulare la fra- 
zione è di circa 0,75, paragonabile a quella che si ha in un 
cristallo (in un tipico cristallo la frazione varia da 0,70 a 
0,78, vicino al massimo teorico). In questo ambiente co- 
sì compatto le interazioni deboli diventano più salde e si 
rinforzano a vicenda. Per esempio, le catene laterali non 
polari nel nucleo della proteina sono così vicine le une al- 
le altre da far sì che le interazioni di van der Waals a bre- 
ve raggio diventino importanti nello stabilizzare le inte- 
razioni idrofobiche. 


Figura 4.16 Struttura terziaria della mioglobina di capodoglio. 
(PDB ID 1MBO) L'orientamento della proteina è lo stesso da (a) a 

(d); il gruppo eme è mostrato in rosso. Oltre a illustrare la struttura 
della mioglobina, la figura mostra anche esempi di modi diversi di 
rappresentare le strutture proteiche. (a) Lo scheletro del polipeptide 
è rappresentato sotto forma di nastro, secondo una convenzione 
introdotta da Jane Richardson, per mettere in evidenza le regioni 

a struttura secondaria. Qui sono evidenti le regioni ad a elica. 

(b) IMmagine della superficie della proteina; in questa 


rappresentazione della struttura proteica vengono messe in evidenza 
le infossature o tasche superficiali a cui si possono legare altre 
molecole. (c) Rappresentazione a nastro che comprende le catene 
laterali (in giallo) dei residui idrofobici Leu, Ile, Val e Phe. (d) Modello 
a spazi pieni comprendente tutte le catene laterali amminoacidiche. 
Ciascun atomo è rappresentato da una sfera proporzionale al suo 
raggio di van der Waals. | residui idrofobici sono ancora rappresentati 
in giallo. La maggior parte di essi, però, non è visibile perché nascosta 
all'interno della molecola. 
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La definizione della struttura della mioglobina ha con- 
fermato quanto ci si aspettava e allo stesso tempo ha intro- 
dotto nuovi elementi di struttura secondaria. Come era sta- 
to previsto da Pauling e Corey, tutti i legami peptidici sono 
nella configurazione planare trans. Le a eliche osservate 
nella mioglobina sono state la prima evidenza sperimen- 
tale diretta dell’esistenza di questo tipo di struttura secon- 
daria. Tre dei quattro residui di Pro della mioglobina sono 
localizzati a livello di ripiegamenti della catena polipepti- 
dica. Il quarto residuo di Pro è all’interno di un tratto ad 
a elica, dove produce un angolo nella catena polipeptidica 
necessario a impacchettare strettamente l’elica. 

Il gruppo eme relativamente piatto è confinato in 
un’infossatura, o tasca, della molecola della mioglobina. 
Latomo di ferro posto al centro del gruppo eme ha due le- 
gami (posizioni) di coordinazione perpendicolari al piano 
dell’eme (Figura 4.17). Uno di questi si lega al gruppo R di 
un residuo di His nella posizione 93; l’altro è invece il sito 
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a livello del quale si lega la molecola di ossigeno. In que- 
sta tasca la possibilità che il gruppo eme acceda al solvente 
è molto limitata. Ciò è molto importante per il funziona- 
mento della proteina, in quanto i gruppi eme liberi in una 
soluzione ossigenata vengono rapidamente ossidati e l’ato- 
mo di ferro passa dallo stato di ossidazione Fe?*, capace di 
legare reversibilmente l'ossigeno, allo stato di ossidazione 
Feì*, che non è in grado di legare l’ossigeno. 

Man mano che venivano determinate le strutture di 
mioglobine ottenute da specie diverse, è stato possibile 0s- 
servare le variazioni strutturali che accompagnano il lega- 
me dell’ossigeno o di altre molecole, e quindi individua- 
re per la prima volta le correlazioni tra la struttura di una 
proteina e la sua funzione. Queste relazioni sono state poi 
studiate in centinaia di altre proteine. Oggi la spettroscopia 
di risonanza magnetica nucleare (NMR) e altre tecniche 
si affiancano alla diffrazione dei raggi X, e accrescono le 
nostre conoscenze sulla struttura delle proteine (Box 4.5). 
Inoltre il sequenziamento del DNA genomico di molti or- 
ganismi (Capitolo 9) ha permesso di identificare migliaia 
di geni che codificano proteine di cui si conosce la sequen- 
za, ma non la funzione; la ricerca in questa direzione è an- 
cora oggi molto attiva. 


Figura 4.17 Il gruppo eme. Questo gruppo è presente nella 
mioglobina, nell'emoglobina, nei citocromi e in molte altre proteine 
(proteine contenenti eme). (a) L'eme è costituito da una struttura 
organica ad anello, la protoporfirina, a cui è legato un atomo di 
ferro sotto forma di ione ferroso (Fe?*). L'atomo di ferro ha sei 
valenze di coordinazione: quattro sullo stesso piano, legate alla 
molecola della porfirina, e due perpendicolari al piano delle altre 
quattro. (b) Nella mioglobina e nell'emoglobina uno dei legami 
perpendicolari di coordinazione è legato a un atomo di azoto di un 
residuo di His. L'altro è “vuoto” e serve come sito di legame per una 
molecola di O). 


5 N 


La diffrazione dei raggi X 

Lo spazio che intercorre tra gli atomi di un reticolo cri- 
stallino può essere calcolato misurando la localizzazione 
e l’intensità delle macchie prodotte su una lastra fotogra- 
fica da un fascio di raggi X a una data lunghezza d’onda, 
dopo che è stato diffratto dal rivestimento elettronico che 
si trova attorno al nucleo dell'atomo. Per esempio, l’ana- 
lisi ai raggi X di cristalli di cloruro di sodio mostra che 
gli ioni Na* e CI sono disposti in un reticolo cubico. Lo 
spazio tra i diversi tipi di atomi di una molecola organica 
complessa, grande anche come una proteina, può essere 
determinato con lo stesso metodo della diffrazione dei 
raggi X. La tecnica per analizzare i cristalli di molecole 
complesse è molto più difficoltosa di quanto non sia per 
il cristallo di un sale a causa dell'elevato numero di atomi 
presenti nella molecola di una proteina, che generano 
migliaia di macchie di diffrazione che devono essere 
analizzate una per una al computer. 

Il processo può essere compreso facilmente se consi- 
deriamo come vengono generate le immagini in un mi- 
croscopio ottico. La luce proveniente da una sorgente 


puntiforme viene messa a fuoco su un oggetto. Le onde 
della luce vengono riflesse dall’oggetto e sono poi ri- 
combinate da una serie di lenti, in modo da generare 
un'immagine ingrandita dell'oggetto. La dimensione li- 
mite dell'oggetto di cui si vuole stabilire la struttura con 
questa tecnica (il potere di risoluzione del microscopio) 
dipende dalla lunghezza d’onda della luce, in questo 
caso la luce visibile, con una lunghezza d’onda tra 400 e 
700 nm. Gli oggetti con dimensioni più piccole della metà 
della lunghezza d’onda della luce incidente non possono 
essere analizzati con questa tecnica. È per questo motivo 
che per le proteine è necessario usare i raggi X, la cui 
lunghezza d’onda è tra 0,7 e 1,5 À (da 0,07 a 0,15 nm). 
Non vi sono però lenti in grado di ricombinare i raggi X 
per formare un’immagine; il quadro della diffrazione dei 
raggi X viene raccolto e poi convertito in un'immagine 
mediante tecniche matematiche. 

La quantità di informazioni che si possono ottenere dalla 
cristallografia ai raggi X dipende dal grado di ordine 
strutturale del campione. Dai primi studi sulla diffra- 
zione dei raggi X da parte delle proteine fibrose disposte 
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(a) 


Figura 1 Le varie tappe della determinazione della struttura 

della mioglobina di capodoglio con la cristallografia a raggi X. 

(a) La diffrazione dei raggi X generata da un cristallo della proteina. 
(b) | dati ottenuti dalla diffrazione dei raggi X sono usati per calcolare 
una mappa tridimensionale della densità elettronica della proteina. 
Nella figura è mostrata la densità elettronica di una parte della 
struttura, il gruppo eme. (c) Le regioni con una maggiore densità 
elettronica rivelano la localizzazione dei nuclei atomici, e questa 
informazione viene utilizzata per costruire la struttura finale. Qui la 
struttura dell'eme è disegnata a partire dalla sua mappa di densità 
elettronica. (d) Struttura completa della mioglobina di capodoglio 
comprendente anche il gruppo eme (PDB ID 2MBW). 


in maniera regolare nei capelli e nella lana si sono otte- 
nuti alcuni parametri strutturali importanti. Tuttavia, 
i fasci ordinati formati dalle proteine fibrose non sono 
cristalli: le molecole sono allineate l’una accanto all’altra, 
ma non sono orientate nella stessa direzione. Per avere 
informazioni più dettagliate sulla struttura tridimen- 
sionale è necessario che la proteina si trovi in uno stato 
cristallino molto ordinato. La struttura di molte proteine 
non è ancora nota, semplicemente perché è molto diffi- 
cile cristallizzarle. Gli esperti del settore ritengono che la 
cristallizzazione di una proteina sia un processo difficile 
quanto tenere unita con un nastro di plastica una pila di 
palle da bowling. 

Vi sono numerose tappe da seguire per avere un’analisi 
strutturale a raggi X (Figura 1). Una volta ottenuto, il 
cristallo viene posto sotto un fascio di raggi X tra la sor- 
gente e il rivelatore. Si genera così una serie ordinata di 
macchie chiamate riflessioni. Le macchie rappresentano 
le riflessioni dei raggi X e ogni atomo di una molecola 
contribuisce a questo fenomeno. Dalla distribuzione 
complessiva delle macchie viene creata una mappa di 
densità elettronica mediante un processo matematico 
detto trasformazione di Fourier. In effetti il computer a 
cui è affidata l'elaborazione si comporta come una “lente” 
che ricostruisce l’immagine. Viene quindi prodotto un 
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(d) 


modello per la struttura che sia compatibile con la mappa 
di densità elettronica. 
John Kendrew scoprì che il quadro di diffrazione dei raggi 
X della mioglobina cristallina del muscolo di capodo- 
glio era molto complesso, con circa 25 000 riflessioni. 
Panalisi al computer di queste riflessioni ebbe luogo in 
fasi diverse. La risoluzione venne incrementata in ogni 
fase fino a che, nel 1959, fu determinata la posizione di 
tutti gli atomi diversi dall’idrogeno nella proteina. La 
sequenza amminoacidica dedotta dalla struttura era in 
accordo con quella ottenuta con metodi chimici. Sono 
ora note le strutture di migliaia di proteine a un livello 
di risoluzione simile, e molte di queste hanno strutture 
anche più complesse della mioglobina. 
Lambiente fisico all’interno di un cristallo non è identico 
a quello di una soluzione o di una cellula vivente. Un 
cristallo impone un limite considerevole di spazio e di 
tempo alla struttura dedotta dalla sua analisi, e la tecnica 
della diffrazione dei raggi X non è sempre in grado di 
chiarire i movimenti che si verificano all’interno della 
proteina. La conformazione delle proteine in un cristallo 
può essere modificata da fattori non fisiologici, come 
contatti casuali proteina-proteina all’interno del cristallo. 
Quando le strutture derivate dall’analisi del cristallo ven- 
gono confrontate con informazioni ottenute con altri 
> (segue) 
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Box 4.59 (segue) 


metodi (come PPNMR, vedi più avanti), quasi sempre la 
struttura derivata dal cristallo rappresenta una confor- 
mazione funzionale della proteina. La cristallografia 
ai raggi X può essere applicata con pieno successo alle 
proteine che hanno dimensioni troppo grandi per essere 
studiate con ’NMR. 


La risonanza magnetica nucleare (NMR) 

Uno dei vantaggi degli studi NMR è dato dal fatto che le 
macromolecole da analizzare sono in soluzione, mentre 
la cristallografia a raggi X richiede che la macromolecola 
sia cristallizzabile. ENMR può chiarire anche la dinamica 
della struttura proteica, icambiamenti conformazionali, 
i ripiegamenti e le interazioni con altre molecole. 
ENMR è una manifestazione del momento angolare di 
spin del nucleo, una proprietà della meccanica quantica 
dei nuclei atomici. Solo certi atomi, come !H, *C, N, °F 
e 5!P, hanno il tipo di spin nucleare che dà origine a un 
segnale NMR. Lo spin nucleare genera un dipolo magne- 
tico. Quando a una soluzione che contiene un solo tipo di 
macromolecola viene applicato un forte campo magnetico 
statico, i dipoli magnetici si allineano nel campo in uno 
dei due orientamenti possibili: parallelo (bassa energia) 0 
antiparallelo (alta energia). Viene poi applicato un breve 
impulso (circa 10 xs) di energia a un’opportuna frequenza 
(la frequenza risonante che si trova nell’ambito delle fre- 
quenze radio) ad angolo retto rispetto ai nuclei allineati 
nel campo magnetico. Quando i nuclei passano allo stato 
adalta energia, assorbono una frazione dell’energia appli- 
cata, e lo spettro di assorbimento che si ottiene consente 
di identificare il nucleo e l’ambiente chimico che lo cir- 
conda. I risultati di molti di questi esperimenti condotti 
sullo stesso campione possono essere considerati insieme, 
in modo da diminuire il rumore di fondo e caratterizzare 
meglio i segnali. Alla fine si ottiene uno spettro NMR 
simile a quello mostrato nella Figura 2. 

L'H è particolarmente importante negli esperimenti di 
NMR perla sua elevata sensibilità e la sua abbondanza in 
natura. Per le macromolecole gli spettri *H NMR possono 
essere piuttosto complicati. Anche una piccola proteina 
ha centinaia di atomi di !H e lo spettro monodimensio- 
nale che si ottiene è in genere troppo complicato per 
essere analizzato. Lo studio strutturale delle proteine 
è diventato possibile solo con l'avvento delle tecniche 
di NMR bidimensionale (Figura 3). Questi metodi con- 
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sentono di rimisurare accoppiamenti di spin nucleari 
dipendenti dalla distanza in qualsiasi atomo attraverso 
lo spazio (nuclear Overhauser effect, NOE, in un metodo 
chiamato NOESY) oppure l’accoppiamento di spin nu- 
cleari in atomi uniti da legami covalenti (spettroscopia 
a correlazione totale, TOCSY). 

La trasformazione di uno spettro NMR bidimensionale in 
una struttura tridimensionale è spesso un processo labo- 
rioso. I segnali NOE forniscono alcune informazioni circa 
le distanze tra i singoli atomi, ma perché le costruzioni 
che generano queste distanze siano utili è necessario 
identificare gli atomi. Esperimenti complementari TOCSY 
possono aiutare a identificare i segnali NOE emessi da 
atomi uniti da legami covalenti. Certi quadri di segnali 
NOE sembrano associati a strutture secondarie come 
le a eliche. Si possono ora usare tecniche di ingegneria 
genetica (Capitolo 9) per inserire in proteine gli isotopi 
rari C o !N. I nuovi segnali NMR prodotti da questi 
atomi e l'accoppiamento con i segnali *H che derivano da 
queste sostituzioni aiutano a identificare i singoli segnali 
!H NOE. Il processo è facilitato dalla conoscenza della 
sequenza amminoacidica del polipeptide. 

Per generare una struttura tridimensionale, i vincoli rela- 
tivi alla distanza sono immessi in un computer in cui sono 
state già inserite tutte le informazioni note sui vincoli 
geometrici, come la chiralità, i raggi di van der Waals, la 
lunghezza dei legami e gli angoli che formano. Il compu- 
ter genera una famiglia di strutture strettamente corre- 
late, che rappresentano le conformazioni che si possono 
ricavare dai vincoli valutate con la tecnica NOE (Figura 
3c). incertezza nella struttura ricavata dall'analisi NMR 
riflette in parte le vibrazioni molecolari (respirazione) di 
una molecola proteica in soluzione (analizzata in detta- 
glio nel Capitolo 5). Eincertezza sperimentale può essere 
anche funzionale. 

Generalmente quando la struttura di una proteina è stata 
determinata sia con la cristallografia a raggi X, sia con 
I’NMR, si ottengono risultati molto simili. In certe situa- 
zioni la localizzazione di alcuni residui amminoacidici 
particolari sulla superficie esterna può essere diversa, per 
effetto dell’impacchettamento delle molecole proteiche 
adiacenti in un cristallo. Comunque, queste due tecni- 
che hanno aumentato in modo considerevole il numero 
di informazioni strutturali sulle macromolecole delle 
cellule viventi. 


Figura 2 Spettro NMR monodimensionale di una globina 
ottenuta dal sangue di un verme marino. Questa proteina e la 
mioglobina di capodoglio sono strutturalmente simili; fanno parte 
della stessa famiglia proteica e svolgono la stessa funzione di 
trasporto dell'ossigeno. 
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Figura 3 Uso dell'NMR bidimensionale per generare una struttura 
tridimensionale di una globina, la stessa proteina usata per lo spettro NMR 
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e Le proteine globulari hanno varie strutture terziarie 

Da quello che sappiamo oggi sulla struttura terziaria di 
centinaia di proteine globulari è chiaro che quello della 
mioglobina è solo uno dei tanti tipi di avvolgimento protei- 
co esistenti. La Tabella 4.4 mostra le proporzioni di a elica 
e di conformazione f (espresse come percentuale dei vari 
residui nell’una o nell’altra) in piccole proteine globulari. 
Ciascuna di queste proteine ha una sua caratteristica strut- 
tura, adatta alla sua particolare funzione biologica; tuttavia 
esse hanno importanti proprietà in comune con la mioglo- 
bina. Tutte hanno una forma compatta, con le catene late- 
rali idrofobiche localizzate all’interno (lontano dall’acqua) 
e le catene idrofiliche sulla superficie. Le strutture sono 
anche stabilizzate da una serie di legami idrogeno e da al- 
cune interazioni ioniche. 

Per uno studente che si è appena avvicinato alla bio- 
chimica lo studio della complessa struttura terziaria delle 
proteine globulari, spesso molto più grandi della mioglo- 
bina, può iniziare considerando alcuni aspetti struttura- 
li comuni ricorrenti anche in proteine non correlate. La 
struttura tridimensionale delle tipiche proteine globula- 
ri può essere considerata come un insieme di segmenti 


riportato nella Figura 2. La diagonale in uno spettro NMR bidimensionale 
corrisponde a uno spettro monodimensionale. | picchi al di fuori della diagonale 
sono segnali NOE generati da interazioni a breve raggio degli atomi 'H che 
possono produrre segnali abbastanza distanti in uno spettro monodimensionale. 
In (a) sono state indicate due di queste interazioni e la loro identità è mostrata 
dalle linee blu in (b) (PDB ID 1VRF). Per l'interazione 2 sono riportate tre linee tra 
un gruppo metilico della proteina e un atomo di idrogeno dell'eme. Il gruppo 
metilico ruota rapidamente, e ciascuno dei suoi tre atomi di idrogeno contribuisce 
in modo analogo all'interazione e al segnale NMR. Questo tipo di informazioni 
viene impiegato per costruire la struttura tridimensionale completa (PDB ID 1VRE) 
mostrata in (c). Le molte linee che indicano lo scheletro covalente della proteina 
rappresentano una famiglia di strutture adattabili ai vincoli di distanza in NMR. 

La somiglianza strutturale con la mioglobina (vedi la Figura 1) è evidente. 

In entrambe le figure le proteine sono orientate nello stesso modo. 


polipeptidici assemblati in a elica e in conformazione ft, 
uniti da elementi di connessione. La struttura di ognuna 
di queste proteine può quindi essere descritta, definen- 
do il modo con cui i diversi segmenti si dispongono uno 
rispetto all’altro e come sono uniti tra loro dagli elemen- 
ti di connessione. 

Per comprendere la struttura tridimensionale di una 
proteina occorre analizzare il modo in cui le sue parti si 
avvolgono nello spazio. Inizieremo definendo due termi- 
ni importanti per le catene polipeptidiche, per giungere 
poi a enunciare le regole che determinano il processo di 
ripiegamento. 

Il primo termine è il motivo, detto anche ripiegamen- 
to 0, più raramente, struttura supersecondaria. Un mo- 
tivo o ripiegamento è costituito da un avvolgimento polipep- 
tidico caratteristico, perciò ben riconoscibile, formato da due 
o più elementi di struttura secondaria e dagli elementi di con- 
nessione tra di essi. Un motivo può essere costituito sem- 
plicemente da due elementi di struttura secondaria, ripie- 
gati l’uno sull’altro, che rappresentano solo una piccola 
parte di una proteina. Un esempio è l’ansa B-a-p (Figura 
4.18a). Ma il motivo può anche essere una struttura elabo- 
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M Tabella 4.4 Percentuali approssimative del contenuto 
di a elica e di conformazione K in alcuni tipi 
di proteine a catena singola 


Residui (%)* 


Proteina (residui totali) a elica conformazione 
Chimotripsina (247) 14 45 
Ribonucleasi (124) 26 35 
Carbossipeptidasi (307) 38 17 
Citocromo c (104) 39 0 
Lisozima (129) 40 12 
Mioglobina (153) 78 0 


Fonte: dati tratti da Cantor, C.R. e Schimmel, P.R. (1980) Biophysical Chemistry, 
Parte I: The Conformation of Biological Macromolecules, p. 100, W.H. Freeman 
and Company, New York. 

* Le porzioni della catena polipeptidica non strutturate ad a elica o a conformazio- 
ne fi sono costituite da ripiegamenti, da avvolgimenti irregolari o da tratti in confor- 
mazione estesa. Alcuni segmenti di a elica o di conformazione p talvolta deviano 
leggermente dalle normali dimensioni e dalla normale geometria. 


(a) Ansa B-a-B 


(b) Barile B 


Figura 4.18 Due motivi. (a) Un motivo semplice, l'ansa B-a-R. 
(b) Un motivo più elaborato, il barile B, costituito da un singolo 
dominio presente nell’a-emolisina (una tossina che uccide le 
cellule, formando un poro che attraversa le membrane) del batterio 
Staphylococcus aureus (ottenuto da PDB ID 7AHL). 


rata, formata da diversi segmenti uniti insieme che assu- 
mono una disposizione caratteristica, come il barile } (Fi- 
gura 4.18b). In qualche caso la proteina può essere costi- 
tuita da un singolo motivo. Anche se esiste una certa con- 
fusione in letteratura sulla nomenclatura adottata per in- 
dicare queste strutture, i termini “motivo” e “ripiegamen- 
to” sono comunque intercambiabili, sebbene quest'ultimo 
sia comunque impiegato più comunemente per schemi di 
ripiegamento più complessi. In questi termini sono conte- 
nuti tutti gli aspetti vantaggiosi del ripiegamento; pertanto 
sono utili anche a una loro descrizione. Il motivo può non 
essere stabile se isolato dal contesto della proteina. Abbia- 
mo già incontrato alcuni motivi, come l’avvolgimento av- 
volto (coiled coil) dell’a-cheratina, che si trova anche in 
altre proteine. La disposizione facilmente riconoscibile di 
otto a eliche nella mioglobina è riprodotta in tutte le altre 
globine ed è definita come “ripiegamento globinico”. Si 
noti che il motivo non è un elemento strutturale gerarchi- 
co, da porre tra la struttura secondaria e la terziaria, ma è 
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semplicemente un caratteristico tipo di avvolgimento che 
descrive parte del peptide, o l’intero peptide. Il sinonimo 
“struttura supersecondaria” non rende bene l’idea, per- 
ché fa pensare all'esistenza di una gerarchia strutturale. 

Il secondo termine è il dominio. Un dominio, secon- 
do la definizione di Jane Richardson del 1981, è una parte 
di una catena polipeptidica di per sé stabile, che potrebbe 
comportarsi come un'entità indipendente rispetto al resto 
della proteina. Polipeptidi costituiti da qualche centinaio di 
residui amminoacidici spesso si avvolgono nello spazio for- 
mando due o più domini, che talvolta svolgono funzioni di- 
verse. In molti casi un dominio di una proteina di grandi di- 
mensioni mantiene la sua struttura tridimensionale anche 
se viene separato (per esempio, per scissione idrolitica) dal 
resto della catena polipeptidica. In una proteina con molti 
domini ciascuno di questi può apparire come un lobo glo- 
bulare distinto (Figura 4.19). Ma se i domini interagiscono 
tra loro tramite ampie superfici di contatto, diventa diffici- 
le distinguerli. Spesso i domini differenti svolgono funzioni 
distinte, come per esempio il legame di piccole molecole o 
l'interazione con altre proteine. Generalmente le proteine 
di piccole dimensioni hanno un solo dominio (cioè il domi- 
nio è la stessa proteina). 

Lavvolgimento (o ripiegamento) dei polipeptidi è sog- 
getto a tutta una serie di restrizioni di ordine fisico e chi- 
mico. Dall’attenta osservazione degli avvolgimenti protei- 
ci disponibili sono state ricavate alcune regole generali. 


1. Le interazioni idrofobiche contribuiscono in larga mi- 
sura alla stabilità delle strutture proteiche. Per nascon- 
dere i gruppi R di amminoacidi idrofobici all'acqua so- 
no necessari almeno due elementi di struttura secon- 
daria. Anche motivi semplici, come l’ansa B-a-p (Figu- 
ra 4.18a), sono in grado di fornirli. 

2. Quando in una proteina sono presenti a eliche e fo- 
glietti B, queste strutture si trovano sempre in differen- 
ti comparti, in quanto lo scheletro di un segmento poli- 
peptidico a configurazione f (Figura 4.6) non forma fa- 
cilmente legami idrogeno con una elica a esso allineata. 

3. Segmenti adiacenti nella struttura primaria general- 
mente sono in contatto tra di loro nella struttura av- 
volta della proteina. Anche segmenti distanti di un po- 
lipeptide possono venire a contatto nella struttura ter- 
ziaria, ma questa non è una regola. 


Figura 4.19 Domini strutturali della catena polipeptidica della 
troponina C. (PDB ID 4TNC) Questa proteina che lega il calcio nel 
muscolo ha due domini separati, qui colorati in marrone e in blu, 
contenenti i siti di legame per il calcio. 
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4. La conformazione f} è più stabile quando i singoli seg- 
menti cha la compongono sono leggermente piegati in 
senso destrorso. Ciò influenza sia la disposizione rela- 
tiva dei foglietti p tra loro, sia le connessioni tra i fo- 
glietti stessi e il polipeptide. Due catene f, per esem- 
pio, devono essere collegate da un segmento di connes- 
sione trasversale (Figura 4.20a). In linea di principio, 
la connessione potrebbe avere una conformazione de- 
strorsa o sinistrorsa, ma nelle proteine è quasi sempre 
destrorsa. Le connessioni destrorse sono normalmen- 
te più corte delle sinistrorse e tendono a ripiegarsi, for- 
mando angoli minori; quindi si formano più facilmen- 
te. Lavvitamento dei foglietti B porta anche ad avvita- 
menti caratteristici della struttura costituita dall’insie- 
me di molti foglietti, come nel barile } (Figura 4.18b) e 
nel foglietto fp avvolto (Figura 4.20c), che forma il nu- 
cleo di molte strutture più grandi. 


In base a queste regole, si possono costruire motivi com- 
plessi a partire da motivi più semplici. Per esempio, una 


GA Att 


Connessione incrociata 
(non osservata) 


(a) Connessione tipica 
in un motivo tutto fp 


2 => 


Connessione destrorsa 
tra due catene } 


4 


(c) Foglietto } avvitato 


Connessione sinistrorsa 
tra due catene ft 
(molto rara) 


Figura 4.20 Ripiegamenti stabili nelle proteine. (a) Connessioni 
tra catene [ in strati di foglietti B. Le catene sono viste da 
un'estremità, senza avvitamenti. Le linee spesse rappresentano 

le connessioni alle estremità più vicine all'osservatore. Le linee 

sottili rappresentano le connessioni alle estremità più lontane 
dall'osservatore. Le connessioni a ognuna delle due estremità 

(per esempio quella più vicina all'osservatore) non si incrociano. 

Un esempio di questo raro incrocio è evidenziato dal filamento 
giallo nella struttura riportata sulla destra della figura. (b) Poiché 
l'avvitamento destrorso si trova nelle catene f, le connessioni tra 

le catene sono generalmente destrorse. Le connessioni sinistrorse 
generano angoli più piccoli, quindi si formano più difficilmente. 

(c) Questo foglietto B avvitato si trova in un dominio della fotoliasi 
(una proteina che ripara alcuni tipi di danno al DNA) di E. coli (da PDB 
ID 1DNP). Le connessioni sono state rimosse per mettere in risalto 
l'avvolgimento del foglietto f}.. 
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serie di anse f-a-B, organizzate in modo che le catene B 
formino una struttura a barile, crea un motivo partico- 
larmente stabile, il barile a/f (Figura 4.21). In questa 
struttura ciascun segmento 3 parallelo è legato a quello 
vicino da un segmento di a elica. Tutte le connessioni so- 
no destrorse. Il barile a/f si trova in molti enzimi, spes- 
so associato a un sito di legame (per un cofattore o per 
il substrato) a forma di tasca vicino a una delle estremi- 
tà del barile. Si noti che i domini che presentano ripiega- 
menti simili sono considerati nello stesso gruppo, anche 
se i loro costituenti ad a elica e a foglietto B hanno lun- 
ghezze diverse. 


e motivi proteici vengono usati per classificare le strutture 
delle proteine 

Protein Architecture — Tertiary Structure of Large Globular Proteins, IV. 
Structural Classification ofProteins ‘Come abbiamo visto in prece- 
denza, la complessità della struttura terziaria diminuisce 
se si prendono in considerazione le sottostrutture. Elabo- 
rando ulteriormente questa idea, i ricercatori hanno or- 
ganizzato i contenuti di banche dati in base ai livelli ge- 
rarchici di struttura. Tutte queste banche dati attingono 
le informazioni dalla Protein Data Bank. La banca dati 
Structural Classification of Proteins (SCOP) è un valido 
esempio di questo aspetto molto rilevante della biochi- 
mica. Nel livello di classificazione più alto, la banca dati 
SCOP (http://scop.mrc-1mb.cam.ac.uk/scop) utilizza uno 
schema ormai di uso comune in cui le strutture delle pro- 
teine sono divise in quattro classi: tutto a, tutto B, a/B 
(con i segmenti a e B alternati) e a + f (con le regioni a 
e B alquanto distanziate). 

In ogni classe vi sono da decine a centinaia di ripie- 
gamenti diversi (motivi), ma tutti sono costruiti a partire 
da sottostrutture facilmente identificabili. Alcune di que- 
ste sono molto comuni, mentre altre sono state identifi- 
cate solo in una proteina. La Figura 4.22 mostra vari mo- 
tivi suddivisi nelle quattro classi di strutture proteiche. 


Barile a/B 


Figura 4.21 Costruzione di un motivo di grandi dimensioni da 
uno più piccolo. Il barile a/B è un motivo comune costruito a partire 
dalla ripetizione di un motivo più semplice, l'ansa f-a-B. Questo 
barile a/B è un dominio dell'enzima piruvato chinasi (un enzima 
glicolitico) di coniglio (da PDB ID 1PKN). 
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Quelli illustrati rappresentano esempi di centinaia di altri 
motivi noti. Il numero degli schemi di ripiegamento non 
è però infinito. Anche se la velocità di identificazione di 
nuove strutture proteiche è aumentata considerevolmen- 
te in questi ultimi anni, la quantità di strutture contenen- 
ti nuovi motivi sta invece diminuendo. In tutte le protei- 
ne possono essere presenti meno di 1000 ripiegamenti o 
motivi. La Figura 4.22 mostra anche come può essere or- 
ganizzata una proteina in base alla presenza di vari moti- 
vi. I due livelli di organizzazione più elevati, classe e ri- 
piegamento, sono prettamente strutturali. Al di sotto del 
livello del ripiegamento (vedi la legenda per i colori del- 
la Figura 4.22) la classificazione in categorie è basata sul- 
le relazioni evolutive. 


Tutto a 


I 1A06 Il 1BCF I 1GAI 
Albumina del siero Ferritina-simile Toroide a/a 
Legenda Albumina del siero Ferritina-simile Glicosiltrasferasi con sei strutture 
' Identificatore PDB Albumina del siero Ferritina a forcina 
Ripiegamento i Albumina del siero il Batterioferritina (citocromo bj) Glucoamilasi 
Superfamiglia Uomo (Homo sapiens) Escherichia coli Glucoamilasi 
Famiglia Aspergillus awamori, variante x 100 
Proteina 


Specie 


1LXA 

R. Elica sinistrorsa a catena singola 
Enzimi trimerici LpxA-simili 

UDP N-acetilglucosammina aciltrasferasi 
UDP N-acetilglucosammina aciltrasferasi 
Escherichia coli 


1PEX 


Elica a quattro pale 

Dominio emopessina-simile 

Dominio emopessina-simile 

Collagenasi-3 (MMP-13), 
dominio carbossiterminale 
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Vi sono molti esempi di domini o motivi strutturali 
presenti in molte proteine e ciò rivela che la struttura ter- 
ziaria delle proteine si è conservata in maniera più fedele 
rispetto alla struttura primaria. Dal confronto delle strut- 
ture delle proteine è inoltre possibile ottenere molte in- 
formazioni sull'evoluzione. Le proteine con somiglianze 
significative nella loro struttura primaria e/o con struttu- 
ra terziaria e funzione altrettanto simili fanno parte della 
stessa famiglia di proteine. In una famiglia esistono evi- 
denti correlazioni evolutive; per esempio, la famiglia del- 
le globine comprende molte proteine diverse tra loro, ma 
tutte hanno una somiglianza strutturale e di sequenza con 
la mioglobina (come si osserva tra le proteine usate come 
esempio nel Box 4.5 e nel prossimo capitolo). In alcuni ca- 


1CD8 

Struttura f -sandwich simile all’immunoglobulina 
Immunoglobulina 

Simile al dominio variabile degli anticorpi 

CD8 

Uomo (Homo sapiens) 


Uomo (Homo sapiens) 


Figura 4.22 Organizzazione delle proteine in base ai motivi. 
Nella figura sono rappresentati alcuni tra le centinaia di motivi 
strutturali noti suddivisi in quattro classi: tutto a, tutto B, a/B e 

a + fi. Sono anche indicati i dati della classificazione strutturale SCOP 
(Structural Classification of Proteins) consultabile via internet 


(http://scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/scop). L'identificatore PDB (indicato 
all'inizio di ogni struttura) rappresenta il codice specifico di accesso 
assegnato a ogni struttura archiviata nella banca dati Protein Data 
Bank (www.pdb.org). Il barile a/B, mostrato nella Figura 4.21, è un 


altro motivo a/B particolarmente comune. 
> (segue) 
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1DEH 

Domini con il ripiegamento di Rossmann che lega il NAD(P) 
Domini con il ripiegamento di Rossmann che lega il NAD(P) 
Alcol/glucosio deidrogenasi, dominio carbossiterminale 
Alcol deidrogenasi 


I 1DUB 
ClpP/crotonasi 


ClpP/crotonasi 
Crotonasi-simile 

Enoil-CoA idratasi (crotonasi) 
Ratto (Rattus norvegicus) 


Fosfofruttochinasi 
Fosfofruttochinasi 
Fosfofruttochinasi 
Fosfofruttochinasi ATP-dipendente 
Escherichia coli 


Uomo (Homo sapiens) 


Specie 


Figura 4.22 (segue) 


si, due o più famiglie con poche analogie di sequenza fan- 
no uso dello stesso motivo strutturale, assumendo così fun- 
zioni simili; queste famiglie sono raggruppate in super- 
famiglie. È probabile che esistano relazioni evolutive tra 
le famiglie che fanno parte della stessa superfamiglia, an- 
che se tempo e distinzioni funzionali, e quindi pressioni 
diverse di adattamento, possono avere cancellato molte 
delle relazioni tra le sequenze. 

Quando una famiglia proteica è diffusa in tutti e tre i 
regni della vita cellulare, Bacteria, Archaea ed Eukarya, 
ha un'origine probabilmente molto antica. Molte proteine 
coinvolte nelle tappe intermedie del metabolismo e nel 
metabolismo degli acidi nucleici appartengono a questa 
categoria. Altre famiglie possono invece essere presenti 
solo in un piccolo gruppo di organismi; si tratta in questo 
caso di strutture comparse più recentemente. Lo studio 
della storia naturale dei motivi strutturali, con l’ausilio 


Timidilato sintasi/ACMP idrossimetilasi 
Timidilato sintasi/ACMP idrossimetilasi 
Timidilato sintasi/ACMP idrossimetilasi 


Legenda 

la Identificatore PDB Pilina 
Ripiegamento Pilina 
Superfamiglia Pilina Timidilato sintasi 
Famiglia Neisseria gonorrhoeae Escherichia coli 
Proteina 


Proteina simile alla GFP 
Proteina simile alla GFP 
Proteine fluorescenti 

A Proteina fluorescente verde (GFP) 
Medusa (Aequorea victoria) 


delle classificazioni strutturali disponibili nelle banche 
dati come SCOB è un efficace complemento alle analisi 
sulle sequenze nel cercare di stabilire le molte relazioni 
evolutive. La banca dati SCOP viene curata manualmen- 
te, con l’obiettivo di collocare le proteine nella corretta 
posizione evolutiva in base alle caratteristiche struttura- 
li conservate. 

I motivi strutturali diventano particolarmente impor- 
tanti nella definizione delle famiglie e delle superfami- 
glie. Il miglioramento dei sistemi di classificazione e la 
comparazione tra proteine portano inevitabilmente alla 
comprensione di nuove relazioni funzionali. Dal momen- 
to che le proteine svolgono un ruolo centrale nei sistemi 
viventi, queste comparazioni strutturali possono aiutare 
a conoscere ogni aspetto della biochimica, dall'evoluzione 
di singole proteine alla storia evolutiva delle vie metaboli- 
che nella loro interezza. 
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e Lastruttura quaternaria comprende strutture proteiche 
che vanno dai dimeri a complessi molto più grandi 
Protein Architecture Quaternary Structure Molte proteine sono 
formate da più subunità polipeptidiche (da due a centi- 
naia). L'associazione di più catene polipeptidiche può svol- 
gere parecchie funzioni. Molte subunità hanno funzioni 
regolatorie. Il legame di molecole piccole può modificare 
l'interazione tra le subunità, causando profondi cambia- 
menti nell’attività della proteina in risposta a piccole va- 
riazioni della concentrazione del substrato o di molecole 
regolatorie (Capitolo 6). In altri casi subunità differenti 
svolgono funzioni diverse ma tra loro correlate, come per 
esempio la catalisi e la regolazione. Alcune associazioni, 
come accade nelle proteine fibrose trattate in precedenza 
in questo capitolo e nelle proteine del rivestimento dei vi- 
rus, hanno soprattutto ruoli strutturali. Alcuni complessi 
proteici di grandi dimensioni rappresentano il sito dove si 
svolgono reazioni multiple e complesse. Per esempio ogni 
ribosoma, il sito della sintesi proteica, è costituito da deci- 
ne di subunità proteiche e da numerose molecole di RNA. 
Una proteina costituita da più subunità viene anche 
denominata multimero. Un multimero formato da poche 
subunità viene spesso definito oligomero. Se un multime- 
ro è costituito da subunità con diverse strutture, la strut- 
tura globale della proteina può essere asimmetrica e quin- 
di molto complessa. Tuttavia, la maggioranza dei multi- 
meri ha subunità identiche, o gruppi ripetuti di subunità 
non identiche, generalmente disposte nello spazio in mo- 
do simmetrico. Come si è visto nel Capitolo 3, l’unità strut- 
turale ripetitiva di una proteina multimerica, sia essa una 
subunità singola o un gruppo di subunità, viene detta pro- 
tomero. In alcuni casi si usano lettere greche per distin- 
guere le singole subunità che costituiscono un protomero. 
La prima proteina oligomerica di cui è stata determina- 
ta la struttura tridimensionale è l’emoglobina (M, 64 500), 
che contiene quattro catene polipeptidiche e quattro grup- 
pi prostetici eme, in cui gli atomi di ferro sono allo stato 
ferroso (Fe °*) (Figura 4.17). La proteina, una globina, è 
formata da due catene a (ciascuna di 141 residui) e due ca- 
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Max Perutz, 1914-2002 (a sinistra) 
John Kendrew, 1917-1997 (a destra) 


tene p (ciascuna di 146 residui). Si noti che in questo caso 
a e B non si riferiscono a strutture secondarie. Nella prati- 
ca comune, che può risultare di non immediata compren- 
sione per gli studenti che si avvicinano per la prima volta 
a questi argomenti, le lettere greche a e f (ma anche y, 
ò e moltissime altre) vengono spesso utilizzate per distin- 
guere due tipi differenti di subunità all’interno di una pro- 
teina costituita da molte subunità, indipendentemente da 
che tipo di struttura secondaria predomini all’interno della 
subunità. Poiché l’emoglobina è quattro volte più grande 
della mioglobina, è stato necessario più tempo per risolve- 
re la sua struttura tridimensionale ai raggi X, determinata 
da Max Perutz, John Kendrew e collaboratori nel 1959. Le 
subunità dell'emoglobina si dispongono simmetricamente 
in due coppie (Figura 4.23), ciascuna contenente una sub- 
unità a e una subunità B. Quindi l’emoglobina può esse- 
re considerata come un tetramero oppure come un dime- 
ro formato da due protomeri af. Il ruolo svolto da queste 
subunità distinte è discusso in modo molto esteso e appro- 
fondito nel Capitolo 5. 


Figura 4.23 Struttura quaternaria della deossiemoglobina. 

(PDB ID 2HHB) L'analisi mediante diffrazione dei raggi X della 
deossiemoglobina (emoglobina senza le molecole di ossigeno legate ai 
gruppi eme) mostra come sono unite le quattro subunità. (a) Il modello 
a nastro rivela gli elementi strutturali secondari della struttura e il 


posizionamento di tutti i cofattori eme. (b) L'immagine della superficie 
della proteina mostra le tasche in cui sono legati i cofattori eme e aiuta 
a visualizzare il compattamento della subunità. Le subunità a sono 
rappresentate in grigio; le subunità Rf} in viola. Si noti che i gruppi eme 
(in rosso) sono relativamente distanti l'uno dall'altro. 
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e Alcune proteine o alcuni segmenti di proteine sono 
intrinsecamente disordinati 

Nonostante i progressi nella comprensione della struttura 
delle proteine che si sono avuti negli ultimi decenni, molte 
proteine non possono ancora essere cristallizzate e la de- 
terminazione della loro struttura tridimensionale median- 
te metodologie considerate ormai classiche o obsolete di- 
venta piuttosto difficoltosa (vedi il Box 4.5). Anche quando 
si ottiene una cristallizzazione, parti di una proteina sono 
spesso relativamente disordinate all’interno del cristallo, 
tanto da non essere analizzabili. In alcuni casi ciò può es- 
sere dovuto a caratteristiche della struttura della proteina 
che rendono molto difficile la cristallizzazione. La moti- 
vazione, però, può essere molto più diretta: alcune protei- 
ne o alcuni segmenti di proteine non hanno, in soluzione, 
una struttura ordinata. 

Il concetto secondo il quale alcune proteine possono 
funzionare anche in assenza di una struttura ben definita 
è derivato da una rivalutazione dei dati sulla struttura di 
molte proteine diverse tra loro. Fino a un terzo di tutte le 
proteine degli esseri umani può non essere strutturato 0 
avere al proprio interno segmenti significativi non strut- 
turati. Tutti gli organismi hanno delle proteine che rien- 
trano in questa categoria. Le proteine intrinsecamente 
disordinate hanno proprietà diverse da quelle delle pro- 
teine con un’organizzazione classica. Esse non hanno un 
nucleo idrofobico, e hanno invece elevate quantità di resi- 
dui amminoacidici carichi come Lys, Arg e Glu. Sono pre- 
senti anche molti residui di Pro, che tendono a distrugge- 
re le strutture ordinate. 

Il disordine strutturale e l’elevata densità di carica 
possono facilitare la funzione di spaziatore, isolante o di 
collegamento di alcune proteine all’interno di strutture 
molto più grandi di cui fanno parte. Altre proteine disor- 
dinate possono comportasi come spazzini (scavenger), che 
legano a sé ioni e piccole molecole in soluzione fungendo 
da accumulatori di riserve di tali elementi o da discari- 
che per rifiuti. Molte proteine intrinsecamente disordi- 
nate, però, costituiscono il cuore pulsante di reti molto 
importanti di interazioni tra proteine. La carenza di una 
struttura ordinata può favorire una promiscuità funzio- 
nale, permettendo a una proteina di interagire con molti 
partner diversi. Alcune proteine intrinsecamente disordi- 
nate inibiscono l’azione di altre proteine tramite un mec- 
canismo inusuale, cioè avvolgendo le loro proteine bersa- 
glio. Una proteina intrinsecamente disordinata può ave- 
re alcune, o anche molte, proteine partner. Il disordine 
strutturale permette alla proteina inibitoria di avvolgere 
molteplici bersagli con modalità differenti. La proteina 
intrinsecamente disordinata p27 ha un ruolo chiave nel 
controllare la divisione cellulare nei mammiferi. Questa 
proteina, in soluzione, è priva di una struttura definibile. 
Essa avvolge e quindi inibisce l’azione di alcuni enzimi, 
chiamati proteina chinasi (vedi il Capitolo 6), che favori- 
scono la divisione cellulare. La struttura flessibile della 
p27 le permette di adattarsi a diverse proteine bersaglio. 
Nell'uomo le cellule tumorali, che hanno perso la capa- 
cità di controllare in modo normale la velocità del pro- 
cesso di divisione cellulare, hanno solitamente livelli ri- 
dotti di p27 al loro interno. Più i livelli di p27 sono bas- 
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si, più è grave la prognosi per i pazienti malati di cancro. 
Allo stesso modo, le proteine intrinsecamente disordina- 
te sono spesso presenti come fulcri o come impalcature 
al centro di reti proteiche che sostituiscono le vie di se- 
gnalazione intracellulare. Queste proteine, o parti di es- 
se, possono interagire con una vasta gamma di partner di 
legame. Quando interagiscono con altre proteine, spesso 
esse danno origine a una struttura tipica, ma la confor- 
mazione che assumono può variare in rapporto al diver- 
so partner di legame. Anche la proteina dei mammiferi 
p53 è cruciale nel controllo della divisione cellulare. Es- 
sa contiene segmenti sia strutturati sia non strutturati, e 
i diversi segmenti interagiscono con numerose altre pro- 
teine. Una regione non strutturata della p53, localizzata 
nella regione carbossiterminale, interagisce con almeno 
quattro partner di legame differenti e assume una strut- 
tura diversa in ciascun complesso (Figura 4.24). 


SOMMARIO 4.3 
Struttura terziaria e quaternaria 
delle proteine 

e La struttura terziaria corrisponde alla struttura tridi- 
mensionale completa di una catena polipeptidica. In 
base alla struttura terziaria si possono distinguere due 
grandi classi di proteine: le proteine fibrose e le protei- 
ne globulari. 

e Le proteine fibrose, che svolgono soprattutto ruoli 
strutturali, sono costituite da elementi ripetitivi di 
strutture secondarie. 

e Le proteine globulari hanno strutture terziarie più 
complicate e contengono diversi tipi di struttura se- 
condaria nella stessa catena polipeptidica. La prima 
struttura di proteina globulare determinata attraverso 
la diffrazione dei raggi X è stata la mioglobina. 

e La complessa struttura delle proteine globulari può 
essere analizzata esaminando le diverse sottostrut- 
ture, chiamate motivi (dette anche ripiegamenti o 
strutture supersecondarie). Le migliaia di strutture 
proteiche note si organizzano partendo da un reperto- 
rio di poche centinaia di motivi. I domini sono regioni di 
una catena polipeptidica avvolte in forma stabile e indi- 
pendente rispetto al resto della proteina. 

e La struttura quaternaria deriva dalle interazioni tra le 
subunità che costituiscono una proteina multimerica 
(formata da più subunità) o un complesso proteico. 
Alcune proteine multimeriche sono costituite da un 
solo tipo di subunità o gruppi di subunità, detti proto- 
meri. 

e Alcune proteine o segmenti proteici sono intrinseca- 
mente disordinati, essendo privi di una struttura defi- 
nita. Queste proteine hanno composizioni amminoaci- 
diche caratteristiche che permettono la formazione di 
una struttura più flessibile. Alcune di queste proteine 
disordinate si comportano come componenti struttu- 
rali o come agenti detossificanti, mentre altre possono 
interagire con molti partner proteici differenti fungen- 
do da inibitori molto versatili o da componenti delle 
reti di interazione delle proteine. 
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Figura 4.24 Legame che si forma tra la regione 
carbossiterminale intrinsecamente disordinata della proteina 
p53 e i suoi partner di legame. (a) La proteina p53 è costituita 

da diversi segmenti (PDB ID 1XQH) e il dominio centrale è l'unico 

a essere ben ordinato. (b) La sequenza lineare della proteina 

p53 è riportata sotto forma di una barra colorata. Il grafico in 
sovrapposizione rappresenta il punteggio PONDR (predittore delle 
regioni naturalmente disordinate) in funzione della sequenza 

della proteina. Il PONDR è uno dei migliori algoritmi attualmente 
disponibili per valutare la probabilità che un determinato residuo 
amminoacidico si trovi in una regione intrinsecamente disordinata. 
Tale previsione si basa sulla sequenza amminoacidica che circonda 


Denaturazione e ripiegamento 
delle proteine 


Le proteine sono soggette a un'esistenza sorprendente- 
mente precaria. Come abbiamo visto in precedenza, la 
conformazione nativa di una proteina è stabile solo in 
modo molto relativo. Inoltre la maggior parte delle pro- 
teine, per funzionare, deve mantenere una notevole fles- 
sibilità conformazionale. Il continuo mantenimento di un 
insieme di proteine cellulari attive necessarie in determi- 
nate condizioni è chiamato proteostasi. Questo processo 
cellulare richiede un funzionamento coordinato delle vie 
di sintesi e di ripiegamento delle proteine, della ripresa 
del processo di ripiegamento delle proteine rimaste par- 
zialmente disavvolte e della rimozione e degradazione 
delle proteine irreversibilmente non avvolte. In tutte le 
cellule questi intrecci di vie coinvolgono centinaia di en- 
zimi e di proteine specializzate. 

Come mostrato nella Figura 4.25, la vita di una protei- 
na comprende molto di più delle fasi di sintesi e di degrada- 
zione. La stabilità relativa della maggior parte delle protei- 
ne può produrre un delicato bilancio tra lo stato ripiegato e 


Bromodominio CBP 


s100B(BB) 


il residuo e sulla sua composizione. Un punteggio di 1,0 indica 
una probabilità che una proteina sia disordinata al 100%. Nella 
struttura della proteina in esame, il dominio centrale in marrone è 
ordinato. Le regioni amminoterminali (in blu) e carbossiterminali 
(in rosso) sono disordinate. (c) L'estremità della regione 
carbossiterminale ha molti partner di legame e si ripiega quando 
si lega a ciascuno di essi. La struttura tridimensionale che si crea 
quando si forma il legame è diversa per ciascuna delle interazioni 
mostrate e quindi questo segmento carbossiterminale (residui 11- 
20) è di colore diverso in ogni complesso (ciclina A, PDB ID 1H26; 
sirtuina, PDB ID 1MA3; bromodominio CBP, PDB ID 1JSP; s100B(BR), 
PDB ID 1DT7). 


quello non ripiegato. Non appena le proteine vengono sin- 
tetizzate sui ribosomi (Capitolo 27), devono assumere im- 
mediatamente la loro conformazione nativa. A volte ciò ac- 
cade in modo spontaneo, ma molto spesso questo processo 
avviene sotto la guida di enzimi e di complessi specializzati 
chiamati chaperoni molecolari. Molti di questi assistenti al 
ripiegamento favoriscono il processo di riavvolgimento di 
proteine che si sono solo parzialmente ripiegate. Le protei- 
ne che non sono ripiegate correttamente hanno spesso sul- 
la loro superficie esterna regioni idrofobiche che le rendo- 
no estremamente “appiccicose”, portando inevitabilmente 
alla formazione di aggregati inattivi. Questi aggregati pos- 
sono non avere più una loro funzione e tuttavia non essere 
inerti. Il loro accumulo all’interno della cellula è alla base 
di diverse patologie che vanno dal diabete alle malattie di 
Parkinson e di Alzheimer. Infatti, non sorprende che le cel- 
lule abbiano elaborato e perfezionato vie selettive che con- 
sentono di riciclare e/o di degradare le proteine che sono 
ripiegate in modo irreversibilmente non corretto. 

Ci soffermeremo ora proprio sulle transizioni tra gli 
stati ripiegato e non ripiegato e sugli intrecci di vie che 
controllano queste transizioni. 
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Figura 4.25 Vie che contribuiscono alla proteostasi. Tre tipi 

di processi partecipano alla proteostasi, in alcuni casi con vie che 
contribuiscono in molti modi. Primo, le proteine vengono sintetizzate 
su un ribosoma. Secondo, diverse vie contribuiscono al ripiegamento 
della proteina, molte delle quali coinvolgono l'attività di complessi 
chiamati chaperoni. Gli chaperoni, comprese le chaperonine, 
partecipano anche al rimodellamento delle proteine parzialmente 
non ripiegate. Infine, le proteine che sono non ripiegate in modo 


e La perdita della struttura provoca la perdita 

della funzione delle proteine 
Le proteine si sono evolute per svolgere la loro funzione 
nelle particolari condizioni ambientali della cellula. In am- 
bienti diversi esse possono andare incontro a variazioni 
strutturali, anche di notevole entità. La perdita della strut- 
tura tridimensionale sufficiente a determinare la perdita 
di funzione è detta denaturazione. La denaturazione non 
implica necessariamente il completo srotolamento della 
struttura proteica e l'acquisizione di una struttura casua- 
le. Nella maggior parte dei casi le proteine denaturate as- 
sumono conformazioni parzialmente ripiegate. 

La maggior parte delle proteine si denatura al calo- 
re, che produce effetti complessi sulle interazioni deboli 
(principalmente sui legami idrogeno). Se la temperatura 
aumenta lentamente, in genere la conformazione di una 
proteina rimane intatta, fino a che la sua struttura (e quin- 
di la sua funzione) non cambia bruscamente, in un ristret- 
to ambito di temperatura (Figura 4.26). La rapidità del 
cambiamento di struttura induce a pensare che la perdita 
della struttura nativa sia un processo cooperativo: la perdi- 
ta della struttura in una regione della proteina favorisce la 
destabilizzazione di altre regioni. Leffetto del calore sulle 
proteine non è facilmente prevedibile. Le proteine molto 
stabili dei batteri termofili e degli archea si sono evolute in 


irreversibile vengono rimosse e degradate a opera di diverse altre 
vie. Le proteine parzialmente non ripiegate e gli intermedi del 
ripiegamento delle proteine che sfuggono alle attività del controllo 
di qualità esercitato dagli chaperoni e dalle vie degradative possono 
associarsi, formando sia aggregati disordinati sia aggregati di 

tipo amiloide, che contribuiscono alla patologia e ai processi di 
invecchiamento. 


modo da funzionare anche alle temperature delle sorgen- 
ti calde (—100 °C). Eppure la struttura di queste proteine 
differisce solo di poco da quella delle corrispondenti pro- 
teine di altri batteri come l’Escherichia coli. Non è ancora 
chiaro come piccole differenze possano essere responsabili 
di una stabilità così elevata alle alte temperature. 

Le proteine si denaturano anche a pH estremi o in sol- 
venti organici miscibili con l’acqua, come l’alcol e l’aceto- 
ne, 0 in soluti come urea, cloruro di guanidina e detergenti. 
Ciascuno di questi agenti denaturanti di per sé rappresenta 
un trattamento relativamente blando, perché lascia intatti 
i legami covalenti delle catene polipeptidiche. I solventi or- 
ganici, i detergenti e l’urea agiscono soprattutto rompendo 
le interazioni idrofobiche che stabilizzano il nucleo centra- 
le delle proteine globulari; i pH estremi alterano la carica 
netta delle proteine, causando repulsioni elettrostatiche e 
la rottura dei legami idrogeno. Le strutture che si ottengo- 
no denaturando una proteina con questi trattamenti diver- 
si non sono necessariamente le stesse. 

La denaturazione porta spesso alla precipitazione del- 
la proteina, una conseguenza della formazione di aggrega- 
ti proteici che si ha nel caso in cui si associno le superfici 
idrofobiche nel momento in cui queste vengono esposte. 
Gli aggregati sono spesso altamente disordinati. Il preci- 
pitato proteico che si vede dopo aver fatto bollire un bian- 
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Figura 4.26 Denaturazione delle proteine. | risultati mostrati 

nella figura si riferiscono alla denaturazione di proteine dovuta a due 
modificazioni ambientali diverse. In ogni caso la transizione tra lo stato 
ripiegato e quello non ripiegato è molto brusca, probabilmente per 
effetto di un processo cooperativo che facilita lo srotolamento della 
catena polipeptidica. (a) Denaturazione termica dell'apomioglobina 
(mioglobina senza il gruppo prostetico eme) di cavallo e della 
ribonucleasi A (con i ponti disolfuro intatti; vedi la Figura 4.27). Il punto 
di mezzo dell'intervallo di temperatura in cui avviene la denaturazione 


co d’uovo ne è un esempio. Come vedremo, per alcune 
proteine è possibile riscontrare la formazione di aggrega- 
ti più ordinati. 


e Lasequenza degli amminoacidi determina la struttura 

terziaria 
La struttura terziaria di una proteina globulare è determi- 
nata dalla sua sequenza amminoacidica. La prova più im- 
portante è stata ottenuta con gli esperimenti che hanno 
dimostrato che la denaturazione di alcune proteine è re- 
versibile. Certe proteine globulari denaturate al calore, a 
pH estremo, o con un trattamento con altri agenti dena- 
turanti, riacquistano la loro struttura nativa e la loro atti- 
vità biologica, se vengono riportate nelle condizioni in cui 
la loro conformazione nativa è stabile. Questo processo è 
chiamato rinaturazione. 

Un classico esempio di denaturazione e rinaturazione 
è l'esperimento condotto da Christian Anfinsen negli an- 
ni ’50 sulla ribonucleasi A. La proteina purificata si dena- 
tura completamente in una soluzione concentrata di urea 
in presenza di un agente riducente, che spezza i quattro 
ponti disolfuro, producendo otto residui di cisteina; l’urea 
invece rompe le interazioni idrofobiche che stabilizzano 
la proteina. La proteina viene così completamente sroto- 
lata, un processo che si accompagna alla perdita della sua 
attività catalitica. Se l’urea e l'agente riducente vengono 
rimossi per dialisi, la ribonucleasi denaturata, che ora ha 
una struttura casuale, si riavvolge spontaneamente, riac- 
quistando la sua struttura terziaria e la sua attività cata- 
litica (Figura 4.27). Il riavvolgimento della ribonucleasi è 
molto accurato, e nella ribonucleasi rinaturata i quattro 
ponti disolfuro intracatena si riformano nelle stesse posi- 
zioni presenti nella ribonucleasi nativa. 

In seguito sono stati ottenuti gli stessi risultati parten- 
do dalla ribonucleasi A attiva sintetizzata chimicamen- 
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viene detto temperatura di fusione, T,,. La denaturazione 
dell'apomioglobina è stata valutata mediante dicroismo circolare (vedi 
la Figura 4.10), una tecnica che misura la quantità di strutture elicoidali 
presenti in una macromolecola. La denaturazione della ribonucleasi A è 
stata eseguita monitorando i cambiamenti della fluorescenza intrinseca 
della proteina, che varia in funzione delle modificazioni dell'ambiente 
dei residui di Trp. (b) Denaturazione della ribonucleasi A, con i ponti 
disolfuro intatti, mediante idrocloruro di guanidina (GdnHCI), valutata 
con dicroismo circolare. 


te. È stata così esclusa la possibilità che nella ribonucleasi 
purificata da Anfinsen fossero presenti piccole quantità 
di un contaminante che avrebbe potuto contribuire a ri- 
naturare l’enzima, eliminando ogni dubbio sul suo ripie- 
gamento spontaneo. 

L'esperimento di Anfinsen dimostrò che la sequenza 
degli amminoacidi di un polipeptide contiene tutte le in- 
formazioni necessarie per avvolgere la catena nella sua 
struttura tridimensionale, corrispondente al suo stato nati- 
vo. Lavori successivi hanno però dimostrato che questo ac- 
cade solo in una minoranza di proteine, di piccole dimen- 
sioni e dotate di un’intrinseca stabilità, che si ripiegheran- 
no spontaneamente nella loro conformazione nativa. An- 
che se tutte le proteine potenzialmente possono ripiegarsi 
nella loro struttura nativa, molte richiedono l’assistenza di 
altre proteine, come vedremo qui di seguito. 

e ]polipeptidisi ripiegano rapidamente secondo 

un processo a tappe 
Nelle cellule le proteine vengono sintetizzate da precurso- 
ri amminoacidici a velocità molto elevate. Per esempio, le 
cellule di E. coli possono completare la sintesi di una mo- 
lecola proteica attiva costituita da 100 residui ammino- 
acidici in circa 5 secondi a 37 °C. La sola sintesi dei legami 
peptidici sul ribosoma non è però sufficiente e la protei- 
na deve ripiegarsi. 

In che modo il polipeptide assume la sua conformazio- 
ne nativa? Ipotizziamo che ciascun residuo amminoacidi- 
co possa assumere in media 10 differenti conformazioni, 
il che porta a 10!° conformazioni possibili del polipepti- 
de. Ipotizziamo ora che la proteina si ripieghi spontanea- 
mente con un processo casuale, nel quale essa prova tutte 
le conformazioni possibili dettate dalle rotazioni intorno ai 
legami singoli del suo scheletro principale, fino a che non 
trova la conformazione nativa e biologicamente attiva. Se 


151 


CAPITOLO 4 
152. Struttura tridimensionale delle proteine 


Stato nativo, 
cataliticamente attivo. 


aggiunta di urea 
e di mercaptoetanolo 


Stato srotolato, inattivo. 
I ponti disolfuro sono 
stati ridotti a residui 

di Cys. 


allontanamento 
dell’urea 
e del mercaptoetanolo 


Stato nativo, 
cataliticamente attivo. 
I ponti disolfuro si 
sono riformati 
correttamente. 


Figura 4.27 Rinaturazione della ribonucleasi srotolata e 
denaturata. L’urea è usata per denaturare la ribonucleasi, e il 
mercaptoetanolo (HOCH,CH,SH) per ridurre e quindi scindere i ponti 
disolfuro, formando otto residui di Cys. La rinaturazione ristabilisce i 
ponti disolfuro nelle posizioni corrette. 


ogni cambiamento di conformazione avviene nel tempo 
più breve possibile (circa 1073 secondi o il tempo neces- 
sario per una singola vibrazione molecolare), per prova- 
re tutte le possibili conformazioni saranno necessari 107” 
anni. È chiaro che il ripiegamento delle proteine non può 
essere un processo casuale per tentativi ed errori. Devono 
quindi esistere scorciatoie. Questo problema venne posto 
per la prima volta da Cyrus Levinthal nel 1968 ed è noto 
anche come paradosso di Levinthal. 

Il ripiegamento di una catena polipeptidica molto lun- 
ga è senz’altro un processo complicato. In questa direzione 
è stato però compiuto un notevole progresso, in grado di 
produrre algoritmi molto efficaci che spesso possono pre- 
dire la struttura delle proteine più piccole basandosi sulle 
loro sequenze amminoacidiche. Le vie principali di ripie- 
gamento hanno carattere gerarchico. Prima si formano le 
strutture secondarie. Alcune sequenze amminoacidiche 
si ripiegano spontaneamente in a eliche o foglietti fi, che 
si formano secondo i principi esaminati nella trattazione 
della struttura secondaria. Le interazioni ioniche che inte- 
ressano gruppi carichi spesso vicini nella sequenza lineare 
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della catena polipeptidica possono svolgere un ruolo im- 
portante nel determinare questi primi ripiegamenti. L’or- 
ganizzazione di strutture locali è seguita da interazioni ad 
ampio raggio, per esempio tra due elementi di una strut- 
tura secondaria che si avvicinano per formare strutture su- 
persecondarie stabili. Le interazioni idrofobiche hanno un 
ruolo molto importante nell'intero processo, dal momento 
che l'aggregazione delle catene laterali degli amminoacidi 
non polari determina una stabilizzazione entropica degli 
intermedi e infine della struttura finale ripiegata. Questo 
processo continua fino a che non si formano domini com- 
pleti e l’intero peptide assume la sua forma nativa (Figu- 
ra 4.28). Le proteine in cui avvengono interazioni a corto 
raggio (tra residui abbastanza vicini nella sequenza poli- 
peptidica) tendono a ripiegarsi più velocemente delle pro- 
teine in cui molte interazioni a lungo raggio tra parti di- 
verse del polipeptide impongono vie di ripiegamento più 
complesse. Nel momento in cui vengono sintetizzate pro- 
teine più grandi con molti domini, quelli vicini all’estre- 
mità amminoterminale (che vengono sintetizzati per pri- 
mi) possono ripiegarsi prima che sia terminata la sintesi 
dell’intero polipeptide. 

Dal punto di vista termodinamico il processo di ripie- 
gamento può essere descritto come un processo in cui l’e- 
nergia libera ha un andamento a imbuto (Figura 4.29). Gli 


Sequenza amminoacidica di un peptide di 56 residui 
MTYKLILNGKTLKGE TTTEAVDAATAEKV FKOYANDNGVDGEWTYDDATKTE TVTE 


( 30-37 45 Li 
: Dai 


i 43-54 
28-39 
6-17 \ E all 
Palli” sod 
1-20 do 
28-56 
1-56 


Figura 4.28 Il processo di ripiegamento di una piccola proteina. 
Nella figura è rappresentato un percorso gerarchico basato su 
modelli e ricostruzioni condotti con l'aiuto di un programma 
computerizzato. Le piccole regioni della struttura secondaria 
vengono prima organizzate e poi incorporate in strutture più grandi. 
Il programma utilizzato per ottenere questo modello si è rivelato di 
grandissima attendibilità nel prevedere la struttura tridimensionale 
di piccole proteine partendo dalla loro sequenza amminoacidica. | 
numeri presenti in ciascuna delle tappe riportate indicano i residui 
amminoacidici nel peptide di 56 residui che hanno raggiunto la loro 
struttura finale. 
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stati non ripiegati sono caratterizzati da un elevato grado 
di entropia conformazionale e da un'energia relativamente 
alta. Man mano che il processo di ripiegamento procede, il 
restringimento dell’imbuto corrisponde alla diminuzione 
dello spazio conformazionale necessario quando la protei- 
na si avvicina al suo stato nativo. Piccole depressioni lungo 
le parti esterne dell’imbuto di energia libera rappresenta- 
no intermedi semistabili che possono rallentare il processo 
di ripiegamento. Nel punto più basso dell’imbuto l’insieme 
degli intermedi ripiegati si riduce a una singola conforma- 
zione nativa (o a una di un piccolo gruppo di conformazio- 
ni native). Gli imbuti possono avere una vasta gamma di 
forme in base alla complessità della via di ripiegamento, 
all’esistenza di intermedi semistabili e alla tendenza di al- 
cuni intermedi a organizzarsi in aggregati di proteine non 
correttamente ripiegate (Figura 4.29). 

La stabilità termodinamica non è distribuita uniforme- 
mente su tutta la struttura della proteina; la molecola ha 
regioni a stabilità relativamente elevata e altre a stabilità 
bassa o pressoché nulla. Per esempio, una proteina può 
avere due domini stabili uniti da un segmento interamen- 
te disordinato. Le regioni a bassa stabilità possono consen- 
tire alle proteine di variare la loro conformazione fra due 
o più stati. Come vedremo nei prossimi due capitoli, le va- 
riazioni di stabilità di regioni all’interno di una proteina 
sono spesso essenziali per la sua funzione. Le proteine in- 
trinsecamente disordinate, come anche i segmenti intrin- 
secamente disordinati, non si ripiegano affatto. 

La conoscenza dei meccanismi dell’avvolgimento e 
della struttura delle proteine trae impulso da program- 
mi computerizzati sempre più complessi, in grado di pre- 
vedere la struttura delle proteine dalla loro sequenza am- 


(a) (b) 


Figura 4.29 Termodinamica del processo di ripiegamento 
delle proteine rappresentato in forma di imbuti di energia 
libera. Nel momento in cui una proteina si ripiega, lo spazio che può 
essere esplorato dalla struttura si riduce notevolmente. In questa 
rappresentazione a imbuto termodinamico tridimensionale, il AG è 
rappresentato dalla profondità dell'imbuto e la struttura nativa (N) è 
in fondo (in corrispondenza del punto con la minore energia libera). 
L'imbuto di una determinata proteina può assumere diverse forme 
in base al numero e alle tipologie degli intermedi di ripiegamento 
presenti nelle vie di ripiegamento. Ciascun intermedio di 
ripiegamento che ha una stabilità significativa e una definita emivita 
dovrebbe essere rappresentato come un punto di minimo di energia 
libera, quindi come una depressione, sulla superficie dell'imbuto. (a) 
Un imbuto semplice relativamente ampio e liscio rappresenta una 
proteina che ha vie multiple di ripiegamento (cioè l'ordine in cui le 
diverse parti della proteina si ripiegano dovrebbe essere in qualche 
modo casuale), ma che assume la sua struttura tridimensionale senza 
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minoacidica. La previsione della struttura delle proteine 
è un capitolo importante della bioinformatica, tanto che 
ogni due anni si svolge un concorso chiamato CASP (Criti- 
cal Assessment of Structural Prediction). I partecipanti, pro- 
venienti da tutto il mondo, si riuniscono per prevedere la 
struttura di una proteina (determinata ma non ancora re- 
sa nota). Infatti, i risultati prodotti da questi sforzi stanno 
ottenendo un successo sempre crescente. 


e Ilripiegamento di alcune proteine è un processo assistito 
Non tutte le proteine si avvolgono spontaneamente dopo 
la loro sintesi nella cellula. Lavvolgimento di molte protei- 
ne richiede la presenza di chaperoni, proteine che inter- 
agiscono con polipeptidi ripiegati parzialmente o ripiega- 
ti in modo improprio, facilitando il processo o fornendo 
un microambiente in cui l’avvolgimento possa avvenire in 
modo corretto. Sono stati individuati diversi tipi di chape- 
roni molecolari, tutti presenti in molti organismi, dai bat- 
teri all’uomo. La famiglia di proteine chiamate Hsp70 e la 
famiglia delle chaperonine sono le due famiglie principali 
e molto ben studiate di chaperoni molecolari. 

Le proteine della famiglia Hsp70, che generalmente 
hanno un peso molecolare di circa 70 000, abbondano nel- 
le cellule che hanno subito uno stress termico a causa del- 
le alte temperature (da qui la definizione heat shock pro- 
tein di M, 70 000, o Hsp70). Le proteine Hsp70 si legano 
a regioni dei polipeptidi non ripiegate e ricche di residui 
idrofobici, impedendo così aggregazioni improprie. Que- 
sti chaperoni molecolari “proteggono” sia le proteine sog- 
gette a denaturazione in seguito a trattamento termico, 
sia le nuove molecole polipeptidiche non ancora ripiega- 
te. Le proteine Hsp70 impediscono anche il ripiegamen- 


(d) 


intermedi di ripiegamento che abbiano una stabilità significativa. 
(b) Questo imbuto rappresenta una proteina più comune cha ha 
molteplici intermedi di ripiegamento possibili, con una stabilità 
significativa lungo le diverse vie che portano al raggiungimento 
della sua struttura nativa. (c) Un imbuto con una depressione 

molto stretta che porta al raggiungimento della struttura nativa è 
tipico di una proteina caratterizzata da una struttura nativa stabile, 
essenzialmente senza alcun intermedio ripiegato dotato di stabilità 
significativa e solo con una o poche vie di ripiegamento efficaci. 

(d) Un imbuto con una depressione principale che circonda la 
depressione che porta al raggiungimento della struttura nativa 
rappresenta una proteina con intermedi di ripiegamento a elevata 
stabilità presenti praticamente su ogni via che porta alla formazione 
della struttura nativa (cioè una proteina in cui un particolare motivo 
o dominio si ripiega sempre molto velocemente, mentre le altre parti 
della proteina si ripiegano molto più lentamente e secondo un 
ordine casuale). 
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to di certe proteine che devono rimanere non ripiegate fi- 
no a che non sono state trasferite attraverso la membrana 
(come descritto nel Capitolo 27). Alcuni chaperoni mole- 
colari facilitano anche l’organizzazione in strutture qua- 
ternarie delle proteine oligomeriche. Le proteine Hsp70 
si legano e si staccano dal polipeptide attraverso un ciclo 
che utilizza l’energia derivata dall’idrolisi dell’ATP e che 
richiede l’intervento di altre proteine (tra cui quelle della 
classe Hsp40). La Figura 4.30 illustra il ripiegamento assi- 
stito dagli chaperoni con le modalità che sono state rileva- 
te per gli chaperoni eucariotici Hsp70 e Hsp40. Il legame 
di un polipeptide non ripiegato da parte di uno chaperone 
Hsp70 può rompere un aggregato di proteine o impedire la 
formazione di un nuovo aggregato. Quando viene rilascia- 
to il polipeptide legato, esso ha la possibilità di riportare il 
ripiegamento alla sua struttura nativa. Se il ripiegamento 
non avviene in modo sufficientemente rapido, il polipep- 
tide può essere nuovamente legato e il processo può esse- 
re ripetuto. In alternativa, il polipeptide legato all’Hsp70 
può essere trasferito a una chaperonina. 

Le chaperonine sono complessi proteici sofisticati ne- 
cessari per il ripiegamento di alcune proteine cellulari che 
non si organizzano spontaneamente. Si pensa che nell’E. coli 
dal 10% al 15% delle proteine cellulari richieda per l’avvol- 
gimento in condizioni normali l'intervento di un sistema 
di chaperonine chiamato GroEL/GroES (quando le cellu- 
le vengono sottoposte a shock termico la percentuale sale 
al 30%). Negli eucarioti il sistema di chaperonine analogo 
è chiamato Hsp60. Le chaperonine vennero individuate 
quando si scoprì che esse erano necessarie per la crescita 
di certi virus batterici (di qui la definizione “Gro”, growth). 
Questa famiglia di proteine è strutturata come una serie 
di anelli multisubunità, che formano due camere orienta- 
te schiena contro schiena. Una proteina non ripiegata vie- 
ne prima legata a una superficie idrofobica esposta vicino 
all’estremità apicale di una camera di GroEL. La proteina 
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viene poi intrappolata all’interno della camera, dove vie- 
ne transitoriamente chiusa dal “coperchio” GroES (Figura 
4.31). GroEL va incontro a una sostanziale variazione con- 
formazionale, accoppiata all’idrolisi dell’ATP, che regola 
anche il legame e il rilascio di GroES. All’interno della ca- 
mera, una proteina ha a disposizione circa 10 secondi per 
ripiegarsi, tempo corrispondente all’idrolisi dell'ATP lega- 
to. Costringere una proteina a rimanere all’interno della 
camera impedisce l’inappropriata aggregazione della pro- 
teina e, al contempo, restringe lo spazio conformaziona- 
le che può essere esplorato da un polipeptide che si sta ri- 
piegando. La proteina viene rilasciata quando il cappuccio 
GroES si dissocia. Il cappuccio si può, però, rilegare molto 
velocemente per ricominciare un nuovo ciclo se il ripiega- 
mento non è stato portato a termine. Le due camere pre- 
senti nel complesso di GroEL si alternano nel legare e nel 
rilasciare i substrati polipeptidici non ripiegati. Negli cu- 
carioti, il sistema Hsp60 utilizza un procedimento simile 
per ripiegare le proteine. Al posto del cappuccio di GroES, 
però, vi sono delle protrusioni che si dipartono dai domi- 
ni apicali delle subunità che si flettono e si richiudono al 
di sopra della camera. Nei complessi Hsp60 anche il ciclo 
idrolitico dell’ATP è più lento, dando modo alle proteine 
sequestrate all’interno della camera di avere più tempo a 
disposizione per il ripiegamento. 

Infine, il percorso di ripiegamento di alcune proteine 
richiede la presenza di due enzimi che catalizzano reazio- 
ni di isomerizzazione. La proteina disolfuro isomerasi 
(PDI) è un enzima ampiamente distribuito che catalizza 
l'interscambio, o rimescolamento, dei ponti disolfuro, fino 
a che non si formano i ponti della conformazione nativa. 
Tra le sue funzioni, la PDI catalizza l'eliminazione di in- 
termedi ripiegati in cui sono presenti ponti disolfuro non 
corretti. La prolil cis-trans isomerasi (PPI) dei peptidi 
catalizza l’interconversione cis-trans dei legami peptidici 
contenenti residui di prolina (Figura 4.8), un processo che 


Figura 4.30 Gli chaperoni nel ripiegamento delle proteine. 

La figura illustra la via con cui gli chaperoni della classe delle Hsp70 
legano e rilasciano i polipeptidi; come esempio sono mostrati 

gli chaperoni eucariotici Hsp70 e Hsp40. Gli chaperoni non 
promuovono attivamente il ripiegamento dei loro substrati proteici, 
ma impediscono invece l'aggregazione delle parti non ripiegate. Le 
proteine non ripiegate o parzialmente ripiegate si legano prima alla 
forma aperta dell'Hsp70, con l'ATP legato (PDB ID 2QXL). L'Hsp40 poi 
interagisce con questo complesso e favorisce l'idrolisi dell'ATP che 
produce la forma chiusa del complesso (derivata dai PDB ID 2KHO 

e 1DKZ), in cui i domini colorati in arancione e in giallo si associano 
come le due parti di una mascella, intrappolando al loro interno le 
parti della proteina non ripiegata. La dissociazione dell'ADP e il riciclo 
dell'Hsp70 richiedono l'interazione con un'altra proteina, il fattore 

di scambio dei nucleotidi (NEF). Per una popolazione di molecole 
polipeptidiche, una frazione delle molecole rilasciate dopo il legame 
provvisorio delle proteine parzialmente ripiegate da parte dell'Hsp70 
assumerà la sua conformazione nativa. Le rimanenti vengono 

legate nuovamente dall'Hsp70 o indirizzate verso il sistema delle 
chaperonine (Hsp60, vedi la Figura 4.31). Nei batteri, gli chaperoni 
Hsp70 e Hsp40 sono chiamati, rispettivamente, DnaK e DnaJ. Dnak 
e DnaJ sono stati identificati per la prima volta come proteine 
necessarie alla replicazione in vitro di alcune molecole di DNA virale 
(da qui la designazione "Dna”). 
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Figura 4.31 Le chaperonine nel ripiegamento delle proteine. 
(a) Un meccanismo d'azione proposto per le chaperonine GroEL 
(membri della famiglia delle proteine Hsp60) e GroES di E. coli. Ogni 
complesso GroEL contiene due grandi camere formate da due 

anelli eptamerici (ogni subunità ha M, 57 000). GroES, anch'essa un 
eptamero (subunità con M, 100 000), blocca una delle camere di 
GroEL dopo che una proteina non ripiegata si è legata al suo interno. 
La camera contenente la proteina non ripiegata è detta cis; la camera 
contenente la proteina non ripiegata è detta trans. Il ripiegamento 


può essere considerato una fase lenta del ripiegamento 
delle proteine che contengono legami peptidici della pro- 
lina in conformazione cis. 


e difetti nell'avvolgimento delle proteine sono la base 
molecolare di un vasto numero di malattie genetiche 
Nonostante esistano processi che accompagnano 
e favoriscono l’avvolgimento delle proteine, è 
sempre possibile che avvengano avvolgimenti 
non corretti. In realtà gli avvolgimenti non corretti costi- 
tuiscono uno dei problemi principali di tutti i tipi di cellu- 
le. Un quarto o forse più di tutti i polipeptidi sintetizzati 
viene distrutto perché essi sono avvolti in maniera errata. 
In altri casi gli avvolgimenti non corretti possono causare 
o contribuire allo sviluppo di gravi malattie. 

Molte patologie, fra cui il diabete di tipo 2, il morbo di 
Alzheimer, il morbo di Huntington e il morbo di Parkinson, 
hanno in comune un meccanismo di avvolgimento non 
corretto. In molti casi, una proteina solubile viene secre- 
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avviene all'interno della camera cis nel tempo che essa impiega per 
idrolizzare le sette molecole di ATP legate alle subunità dell'anello 
eptamerico. Dopodiché le molecole di ADP e di GroES si dissociano 

e la proteina viene rilasciata. Le due camere dei sistemi GroEL/Hsp60 
si alternano nel legare e nel favorire il ripiegamento delle proteine 
che vengono loro consegnate. (b) Superficie e sezione trasversale del 
complesso GroEL/GroES (PDB ID 1AON). La sezione (in basso) mostra 
l'ampio spazio all'interno del quale sono legate altre proteine. 


ta da una cellula con un avvolgimento non corretto e con- 
vertita in una fibra extracellulare insolubile amiloide. Le 
malattie che ne derivano prendono collettivamente il no- 
me di amiloidosi. Le fibre sono altamente ordinate, con 
un diametro da 7 a 10 nm e un elevato numero di struttu- 
re a foglietti Rf. I segmenti B sono ordinati perpendicolar- 
mente all’asse della fibra. In alcune fibre amiloidi la strut- 
tura globale è costituita da un foglietto f a due strati, come 
quello mostrato nella Figura 4.32 per il peptide amiloide fp. 

Molte proteine possono assumere una struttura amiloi- 
de alternativa alle loro conformazioni strutturali norma- 
li, e molte di esse mostrano un’elevata concentrazione di 
residui amminoacidici aromatici localizzati in una regio- 
ne centrale (nucleo) della struttura } o dell’a elica. Que- 
ste proteine vengono secrete in una forma parzialmente 
avvolta. La regione centrale (o parte di essa) si ripiega in 
un foglietto B prima che il resto della proteina si avvolga 
correttamente e i foglietti } di due o più proteine avvolte 
in modo incompleto si associno e diano vita a una fibrilla 


155 


CAPITOLO 4 
156 Struttura tridimensionale delle proteine 


perte 


Non correttamente ripiegata 
o parzialmente ripiegata 


| 


CS 
IULM = 
A AA Qt 


Nativa Denaturata 


ail 
RISNRASUUP 


Autoassemblaggio 


\ALIPSMITA, 
ANI "= filo 
ANNA tn NANNI 


[sec sd 


i Ag < 
AMI da Struttura del nucleo 


| della fibrilla amiloide 


(a) Ulteriore assemblaggio di protofilamenti 


fi 


VW 


SO 


VA 3 I 


Phe 


(b) Peptidef amiloide (c) Fibrille amiloidi 


amiloide. Questa struttura cresce nello spazio extracellu- 
lare. Altre parti della proteina si avvolgono in modo diffe- 
rente e rimangono all’esterno del foglietto ff centrale nella 
fibrilla in crescita. L'effetto dei residui aromatici nella sta- 
bilizzazione della struttura è mostrato nella Figura 4.32c. 
Poiché la maggioranza delle molecole proteiche si avvol- 
ge normalmente, la comparsa dei sintomi nelle amiloido- 
si avviene molto lentamente. Se un soggetto eredita una 
mutazione, come la sostituzione di un amminoacido idro- 
filico con un residuo aromatico in una posizione che favo- 
risce la formazione di fibrille amiloidi, i sintomi della ma- 
lattia compaiono in età giovanile. 

Negli eucarioti, le proteine destinate alla secrezione 
vanno incontro al loro ripiegamento iniziale all’interno 
del reticolo endoplasmatico (ER). All’insorgenza di con- 
dizioni di stress cellulare, o quando la sintesi delle pro- 
teine minaccia di sopraffare la capacità di ripiegamento 
delle proteine nell’ER, le proteine non ripiegate si posso- 
no accumulare. Queste condizioni scatenano la risposta 
alle proteine non ripiegate (UPR). Un insieme di fattori 
regolatori della trascrizione che costituiscono l’UPR alli- 
neano i vari sistemi aumentando la concentrazione de- 
gli chaperoni all’interno dell’ER o facendo diminuire la 
velocità della sintesi delle proteine nella sua totalità. A 
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Figura 4.32 Formazione delle fibrille amiloidi che causano 
malattie. (a) Molecole proteiche, la cui normale struttura comprende 
regioni a foglietto f che vanno incontro a un avvolgimento 
parziale. In un piccolo numero di molecole, prima che si completi 
l'avvolgimento normale, le regioni a foglietto p di un polipeptide 

si associano con le stesse regioni di un altro polipeptide, formando 
il nucleo di una struttura amiloide. Altre molecole proteiche si 
associano lentamente all’amiloide, che si estende a forma di fibrilla. 
(b) Il peptide ff amiloide si origina da due segmenti ad a elica di una 
proteina più grande. La scissione proteolitica di questa proteina più 
grande rilascia il peptide B amiloide relativamente instabile, che 
perde la sua struttura ad a elica. Il peptide si può quindi organizzare 
lentamente in fibrille amiloidi (c), che contribuiscono a formare 

le caratteristiche placche presenti all'esterno del tessuto nervoso 
dei soggetti affetti dalla malattia di Alzheimer. Le catene laterali 
aromatiche mostrate nella figura hanno un ruolo significativo 

nella stabilizzazione della struttura amiloide. L'amiloide è ricca di 
strutture }, con le catene f che si dispongono perpendicolarmente 
all'asse della fibrilla amiloide. Il peptide amiloide f prende la forma 
di due strati di foglietti } paralleli estesi e sovrapposti. Alcuni peptidi 
che formano le amiloidi possono ripiegarsi per dar vita a eliche } 
sinistrorse (vedi la Figura 4.22). 


volte agiscono anche contemporaneamente in entrambi 
i modi. Gli aggregati amiloidi che si formano prima che 
DUPR entri in funzione possono essere rimossi. Alcuni 
vengono degradati per autofagia. In questo processo es- 
si vengono prima incapsulati all’interno di una membra- 
na, poi il contenuto della vescicola così formata viene de- 
gradato quando la vescicola entra in contatto con un liso- 
soma presente nel citosol. In alternativa, le proteine non 
correttamente ripiegate possono essere degradate da un 
sistema di proteasi chiamato sistema ubiquitina-protea- 
soma (descritto nel Capitolo 27). I difetti di ciascuno di 
questi sistemi fanno diminuire la capacità di trattare le 
proteine non correttamente ripiegate e fanno aumenta- 
re la predisposizione allo sviluppo delle patologie corre- 
late all’accumulo di amiloidi. 

Alcune amiloidosi sono sistemiche e coinvolgono mol- 
ti tessuti. amiloidosi sistemica primaria è causata dal 
deposito di fibrille formate da catene leggere di immu- 
noglobuline con avvolgimenti non corretti (descritte nel 
Capitolo 5) o da frammenti di catene leggere derivati da 
una degradazione proteolitica. L'età media dell'insorgenza 
della malattia è di circa 65 anni; i pazienti lamentano af- 
faticamento, raucedine, gonfiore e perdita di peso. Mol- 
ti pazienti muoiono entro il primo anno dalla diagnosi. 
Spesso i reni e il cuore sono gli organi più interessati. Al- 
cune amiloidosi sono associate ad altri tipi di malattie. I 
pazienti affetti da malattie croniche infettive o infiam- 
matorie, come l’artrite reumatoide, la tubercolosi, la fi- 
brosi cistica e alcune forme di tumore, possono presen- 
tare un forte aumento della secrezione di un polipepti- 
de che facilmente si trasforma in una fibra amiloide: la 
proteina amiloide A del siero (SAA). Questa proteina, o 
frammenti di essa, si deposita nel tessuto connettivo del- 
la milza, dei reni, del fegato, e intorno al cuore. I sogget- 
ti affetti da questa malattia nota col nome di amiloido- 
si sistemica secondaria presentano una grande varietà di 
sintomi, a seconda degli organi che vengono inizialmen- 
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te interessati. La malattia generalmente porta alla mor- 
te nel giro di pochi anni. Più di 80 amiloidosi sono asso- 
ciate a mutazioni della transtiretina (una proteina che si 
lega agli ormoni tiroidei e li trasporta, distribuendoli in 
tutto il corpo e in particolare nel cervello). A seconda del 
tipo di mutazione di questa proteina, il deposito di fibre 
amiloidi interessa tessuti diversi e quindi produce sinto- 
mi altrettanto diversi. Le amiloidosi sono anche associa- 
te a mutazioni a carattere ereditario del lisozima, della 
catena a del fibrinogeno A e delle apolipoproteine A-I e 
A-II; queste proteine verranno descritte in seguito. Alcu- 
ne malattie amiloidi interessano organi particolari. Di so- 
lito la proteina che genera fibre amiloidi viene secreta so- 
lo dal tessuto interessato e la sua elevata concentrazione 
locale porta al deposito dell’amiloide intorno al tessuto 
(anche se alcune proteine si possono distribuire in mo- 
do sistemico). Una zona dove si deposita frequentemente 
l’amiloide si trova nelle vicinanze delle cellule B del pan- 
creas, responsabili della secrezione dell’insulina e quin- 
di della regolazione del metabolismo del glucosio (vedi 
la Figura 23.26). La secrezione da parte delle cellule B di 
un piccolo peptide (37 amminoacidi) chiamato polipep- 
tide amiloide delle isole pancreatiche (IAPP), o amilina, 
può condurre a depositi amiloidi intorno alle isole pan- 
creatiche e alla distruzione graduale delle cellule B. Un 
soggetto adulto ha da 1 a 1,5 milioni di cellule pancrea- 
tiche B. Con la perdita progressiva di questo tipo di cel- 
lule l’omeostasi del glucosio viene alterata, e quando il 
50% o più delle cellule è stato distrutto insorge il diabe- 
te mellito di tipo 2 (non insulino-dipendente), che com- 
pare nell’adulto. 

Le malattie da deposito di fibre amiloidi provocano una 
neurodegenerazione, soprattutto in soggetti in età avanza- 
ta, e sono dovute a forme speciali di amiloidosi localizza- 
te. Il morbo di Alzheimer è associato al deposito da parte 
dei neuroni di fibre amiloidi extracellulari che portano al- 
la formazione di una proteina chiamata peptide B amiloi- 
de (Figura 4.32b), derivata da una proteina transmembra- 
na più grande (la proteina precursore del peptide f ami- 
loide), presente in molti tessuti umani. Quando è parte 
di una proteina più grande, il peptide è costituito da due 
segmenti ad a elica che attraversano la membrana. Quan- 
do i domini esterni e interni vengono dissociati da protea- 
si specifiche, il peptide B amiloide, relativamente instabi- 
le, lascia la membrana e perde la sua struttura ad a elica. 
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In seguito può assumere la forma di due strati di foglietti 
B estesi e paralleli, che si possono lentamente organizzare 
in fibrille amiloidi (Figura 4.32c). I depositi di queste fibre 
amiloidi sembrano essere la causa principale della malat- 
tia di Alzheimer, ma all’interno delle cellule (nei neuroni) 
nei pazienti affetti da questa patologia si accumula un se- 
condo tipo di aggregati similamiloidi, formati da una pro- 
teina chiamata tau. Nella malattia di Alzheimer non sem- 
bra che si verifichino mutazioni a carattere ereditario nella 
proteina tau, ma i depositi amiloidi causano demenza fron- 
totemporale e parkinsonismo (una condizione con una sin- 
tomatologia simile a quella del morbo di Parkinson), che 
possono essere ugualmente devastanti. 

Altre condizioni neurodegenerative si accompagnano 
alla formazione di aggregati di proteine con avvolgimenti 
non corretti. Nel morbo di Parkinson la forma con avvol- 
gimenti non corretti della proteina a-sinucleina si aggre- 
ga per costituire masse sferiche filamentose chiamate cor- 
pi di Lewy. Nel morbo di Huntington si formano aggregati 
della proteina huntingtina, che presenta lunghe ripetizio- 
ni di poliglutammina. In alcuni soggetti la ripetizione di 
poliglutammina è più lunga del normale e causa la forma- 
zione di aggregati intracellulari caratteristici. È interessan- 
te notare che, quando le proteine umane mutanti coinvol- 
te nel morbo di Parkinson e nella malattia di Huntington 
vengono espresse nella Drosophila melanogaster, i mosce- 
rini mostrano segni di neurodegenerazioni in corso quali 
deterioramento degli occhi, tremori e morte precoce. Tutti 
questi sintomi vengono decisamente attenuati dall’espres- 
sione contemporanea di elevati livelli di chaperone Hsp70. 

Un errato avvolgimento proteico non necessariamente 
conduce alla formazione di amiloidi e quindi a condizioni 
patologiche. Per esempio, la fibrosi cistica è causata da un 
difetto di una proteina di membrana chiamata regolato- 
re della conduttanza transmembrana della fibrosi cistica 
(CFTR), che agisce da canale per gli ioni cloro. La più co- 
mune mutazione che causa la fibrosi cistica è la delezione 
di un residuo di Phe in posizione 508 nel CFTR, che gene- 
ra un avvolgimento improprio nella proteina. Gran parte 
della proteina viene degradata e la sua normale funzione 
viene persa (vedi il Box 11.2). Molte delle malattie che di- 
pendono da mutazioni del collageno (pagina 136) causano 
avvolgimenti non corretti. Un particolare tipo di avvolgi- 
mento errato di una proteina è quello che si riscontra nel- 
le malattie prioniche (Box 4.6). O 


Morte per ripiegamento non corretto: le malattie da prione 


Una proteina ripiegata in modo non corretto sembra 
essere la causa di un certo numero di malattie rare nei 
mammiferi caratterizzate da degenerazione del tessuto 
nervoso cerebrale. Forse la più conosciuta è quella detta 
della “mucca pazza” (encefalopatia bovina spongiforme, 
BSE). Tra le patologie correlate vi sono il kuru e la ma- 
lattia di Creutzfeldt-Jakob nell'uomo, la scrapie nelle 
pecore e la malattia degenerativa cronica nei cervi e 
nelle alci. Queste patologie sono chiamate encefalopatie 
spongiformi poiché nel cervello sono presenti molti fori 
(Figura 1). Il progressivo deterioramento del cervello 
porta a una serie di sintomi neurologici come perdita 


di peso, comportamenti eccentrici, problemi di postura, 
di equilibrio e di coordinamento, e infine perdita della 
funzione cognitiva, fino ad arrivare alla morte. 
Negli anni ’60 alcuni ricercatori scoprirono che prepara- 
zioni di un agente che causava la malattia non contene- 
vano acidi nucleici. In quello stesso periodo Tikvah Alper 
ipotizzò che questo agente fosse una proteina. All’inizio 
quest'idea sembrò un’eresia: tutti gli agenti capaci di 
causare malattie note a quel tempo - virus, batteri, fun- 
ghi, ecc. - contenevano acidi nucleici, e la loro virulenza 
dipendeva dalla loro riproduzione genetica e dalla loro 
propagazione. Invece quarant'anni di studi, compiuti 
> (segue) 
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Box 4.3 (segue) 


Figura 1 Una sezione colorata di corteccia cerebrale di un 
paziente affetto dalla malattia di Creutzfeldt-Jakob, con una 
degenerazione spongiforme (vacuolare) del tessuto, la principale 
caratteristica neuroistologica. | vacuoli (le macchie chiare) sono 
intracellulari e sono presenti soprattutto nei processi pre- e post- 
sinaptici dei neuroni. | vacuoli in questa sezione hanno diametri 
che variano da 20 a 100 um. 


principalmente da Stanley Prusiner, hanno sostanzial- 
mente stabilito che le encefalopatie spongiformi sono 
patogeneticamente diverse. 

P’agente infettivo è una singola proteina (M, 28 000), che 
Prusiner chiamò proteina prionica (o prione, PrP). Il 
nome è derivato da proteinaceous infectious, ma Prusiner 
pensò che “prion” suonasse meglio di “proin”. Questa 
proteina prionica è un normale costituente del cervello 
in tuttii mammiferi. La sua funzione non è nota nel det- 
taglio, ma si ritiene che la proteina possa avere un ruolo 
nei meccanismi di segnalazione molecolare. Tuttavia, 
ratti privi del gene che codifica PrP (e quindi anche della 
proteina) non presentano sintomi o effetti particolari. La 
malattia si innesca solo quando la proteina PrP normale, 
PrP£, è presente in una conformazione alterata chiamata 
PrPS° (Sc sta per “scrapie”). La struttura di PrP° ha due 
a eliche, mentre la struttura di PrPÎ° è molto diversa, 
con gran parte della struttura convertita in foglietti 
di tipo amiloide (Figura 2). L'interazione di PrPS° con 
PrP° converte quest'ultima in PrP®°, dando inizio a un 
effetto a cascata in cui una quantità sempre maggiore 
di proteina viene convertita nella forma che determina 
la malattia. Il meccanismo con cui la presenza di PrP"° 
porta all’encefalopatia spongiforme è sconosciuto. 
Nelle forme di malattia da prione ereditabili, il gene che 


Sommario 4.4 

Denaturazione e ripiegamento delle proteine 

Il mantenimento, chiamato proteostasi, dello stato 
stazionario del corredo delle proteine cellulari attive 
richiesto in determinate condizioni coinvolge un insie- 
me complesso di vie e di processi che ripiegano, ripie- 
gano ancora e degradano le catene polipeptidiche. 

La denaturazione delle proteine distrugge la loro strut- 
tura tridimensionale e sopprime la loro funzione; ciò 
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codifica PrP è mutato, e si pensa che la sostituzione di 
un amminoacido nella molecola di PrP sia la causa più 
probabile della conversione di PrP“in PrP°°. Per compren- 
dere meglio le malattie da prione sono necessarie altre 
informazioni sul modo in cui la proteina del prione altera 
la funzione del cervello. Le informazioni strutturali circa 
le proteine PrP sono la base per chiarire i processi moleco- 
lari che permettono alle proteine prioniche di interagire 
e quindi di alterare la loro conformazione (Figura 2). 


Proteina del prione umana (PrP) 
Elica A 


“x 


Elica B 9 


“9 Elica C 


PrPC PrPSc (modello) 


Elica C 


Elica B 
Elica C 


Aggregato di PrPSc (modello) 
Figura 2 La struttura della proteina globulare umana PrP (PDB ID 
1QLX) e alcuni modelli della conformazione PrP° non correttamente 
ripiegata responsabile della patologia, e di un aggregato di PrPS°. 
Le a eliche sono state chiaramente identificate per facilitare 
l'illustrazione del cambiamento conformazionale. L'elica A viene 
incorporata nella struttura del foglietto B della conformazione non 
correttamente ripiegata. 


conferma l’esistenza di una stretta relazione tra la 
struttura e la funzione delle proteine. Alcune proteine, 
una volta denaturate, possono rinaturarsi spontanea- 
mente, ritornando proteine biologicamente attive, di- 
mostrando così che la struttura terziaria è determinata 
dalla sequenza amminoacidica. 


e Il ripiegamento delle proteine nella cellula è un pro- 


cesso generalmente gerarchico. Inizialmente si posso- 
no formare regioni con strutture secondarie, cui segue 
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il ripiegamento in motivi e domini. Intermedi ripiegati 
di grandi dimensioni assumono rapidamente la carat- 


teristica struttura nativa. 
Lavvolgimento di molte proteine è facilitato dagli cha- 


peroni Hsp70 e dalle chaperonine. La formazione dei 
ponti disolfuro e l’isomerizzazione cis-trans dei legami 
peptidici contenenti prolina sono catalizzate da enzimi 


specifici. 


Un ripiegamento proteico non corretto è la base mole- 


colare di una vasta gamma di malattie che colpiscono 
l’uomo, tra cui le amiloidosi. 


AN Termini chiave 


=) termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


a-cheratina 132 

a elica 126 

amiloide 155 
amiloidosi 155 
autofagia 156 

Banca dati delle 
proteine (PDB) 138 
chaperone 153 
chaperonina 153 
collageno 133 
conformazione 121 
conformazione f 129 
conformazione 
nativa 122 
denaturazione 150 
dominio 143 
famiglia di proteine 145 
fibroina della seta 137 
foglietto B_ 129 
grafico di 
Ramachandran 125 
gruppo peptidico 124 
Hsp70 153 
interazioni idrofobiche 
122 


ly Ulteriori letture 


motivo 142 
multimero 147 
oligomero 147 
prione 158 

proteina disolfuro 
isomerasi (PDI) 154 
proteine fibrose 131 
proteine globulari 131 
proteine 
intrinsecamente 
disordinate 148 
protomero 147 
rinaturazione 150 
ripiegamento 142 
ripiegamento ff 129 
spettroscopia in 
dicroismo circolare 
(CD) 131 

strato di solvatazione 122 
struttura 

quaternaria 131 
struttura 

secondaria 125 
struttura terziaria 131 


* Letture di carattere generale 

Anfinsen, C.B. (1973) Principles that govern the folding 
of protein chains. Science 181, pp. 223-230. 

Lautore rivede il suo lavoro ormai classico sulla 


ribonucleasi. 


Creighton, T.E. (1993) Proteins: Structures and Molecular 
Properties, 2° ed., W. H. Freeman and Company, New York. 
Una fonte autorevole e di vasta portata. 

Kendrew, J.C. (1961) The three-dimensional structure of 
a protein molecule. Sci. Am. 205 (dicembre), pp. 96-111. 
Descrive come è stata determinata la struttura della 
mioglobina e che cosa si è appreso da essa. 

Richardson, J.S. (1981) The anatomy and taxonomy of 
protein structure. Adv Protein Chem. 34, pp. 167-339. 
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Un eccellente riepilogo dei principi che governano la 
struttura delle proteine; l’autore ha messo a punto 
utilissima rappresentazione “a nastro” della struttura 
proteica. 


* Le strutture secondaria, terziaria e quaternaria 
Beeby, M., O'Connor, B.D., Ryttersgaard, C., 
Boutz, D.R., Perry, L.J., e Yeates, T.O. (2005) 

The genomics of disulfide bonding and protein 
stabilization in thermophiles. PLoS Biol. 3, pp. c309. 
Brown, J.H. (2006) Breaking symmetry in protein 
dimers: designs and function. Protein Sci. 15, pp. 1-13. 
Dunker, K., e Kriwacki, R.W. (2011) The orderly chaos 
of proteins. Sci. Am. 304 (aprile), pp. 68-73. [Trad. it.: 
“Il caos ordinato delle proteine”. Giugno 2011, Le Scienze, 
Milano.] 

Un bel riassunto del lavoro svolto sulle proteine prive di 
una struttura intrinseca. 

Herràez, A. (2006) Biomolecules in the computer. 
Biochem, Mol. Biol. Educ. 34, pp. 255-261. 

McPherson, A. (1989) Macromolecular crystals. Sci. Am. 
260 (marzo), pp. 62-69. [Trad. it.: Cristalli 
macromolecolari. Maggio 1989, Le Scienze, Milano.| 

Una descrizione del modo in cui le macromolecole, 
come le proteine, cristallizzano. 

Milner-White, E.J. (1997) The partial charge of the 
nitrogen atom in peptide bonds. Protein Sci. 6, 

pp. 2477-2482. 

Ponting, C.P., e Russell, R.R. (2002) The natural 
history of protein domains. Annu. Rev. Biophys. Biomol. 
Struct. 31, pp. 45-71. 

Una spiegazione di come i database strutturali possono 
essere usati per esplorare l’evoluzione. 


e Denaturazione e ripiegamento delle proteine 
Chiti, F., e Dobson, C.M. (2006) Protein misfolding, 
functional amyloid, and human disease. Annu. Rev 
Biochem. 75, pp. 333-366. 

Dill, K.A., Ozkan, S.B., Shell, M.S., e Weikl, T.R. 
(2008) The protein folding problem. Annu. Rev Biophys. 
37, pp. 289-316. 

Gazit, E. (2005) Mechanisms of amyloid fibril 
self-assembly and inhibition. FEBS /. 272, pp. 5971-5978. 
Hartl, EU., Bracher, A., e Hayer-Hartl, M. (2011) 
Molecular chaperones in protein folding and proteostasis. 
Nature. 475, pp. 324-332 

Hoppener, J.W.M., e Lips, C.J.M. (2006) Role of islet 
amyloid in type 2 diabetes mellitus. Int, J. Biochem. Cell 
Biol. 38, pp. 726-736. 

Kapinga, H.H., e Craig, E.A. (2010) The Hsp70 
chaperone machinery: J proteins as drivers of 
functional specificity. Nat. Rev Mol, Cell. Biol. 11, 

pp. 579-592. 

Norrby, E. (2011) Prions and protein-folding diseases. 
J. Intern. Med. 270, pp. 1-14. 

Prusiner, S.B. (1995) The prion diseases. Sci. Am. 272 
(gennaio), pp. 48-57 [Trad. it.: “Le malattie da prioni”. 
Marzo 1995, Le Scienze, Milano.| 

Un buon compendio delle evidenze sperimentali che 
hanno condotto all’ipotesi dei prioni. 


CAPITOLO 4 


160 Struttura tridimensionale delle proteine 


Selkoe, D.J. (2003) Folding proteins in fatal ways. 
Nature 426, pp. 900-904. 

Un buon sommario sulle amiloidosi. 

Tang, Y., Chang, H., Roeben, A., Wischnewski, D., 
Wischnewski, N., Kerner, M., Hartl, F., e Hayer- 
Hartl, M. (2006) Structural features of the GroEL- 
GroES nanocage required for rapid folding of 
encapsulated protein. Cell 125, pp. 903-914. 
Tyedmers, J., Mogk, A., e Bukau, B. (2010) Cellular 
strategies for controlling protein aggregation. Nat. Rev 
Mol. Cell. Biol. 11, pp. 777-788. 


FI Problemi 


1. 


Proprietà del legame peptidico. Negli studi ai raggi X 

di peptidi cristallini, Linus Pauling e Robert Corey sco- 

prirono che il legame C—N nel gruppo peptidico ha 

una lunghezza intermedia (1,32 À) tra quella del tipi- 
co legame singolo C—N (1,49 À) e quella del doppio 
legame C=N (1,27 À). Essi scoprirono anche che il le- 
game peptidico è planare (tutti e quattro gli atomi at- 
taccati al gruppo C—N sono posti sullo stesso piano) 

e che i due atomi di carbonio a legati al gruppo C-N 

sono nella configurazione trans l’uno rispetto all’altro 

(ai lati opposti del legame peptidico). 

(a) Che cosa indica la lunghezza del legame C—N del 
legame peptidico circa la sua forza e il suo ordine 
(cioè se è un legame singolo, doppio o triplo)? 

(b) Quale valore hanno le osservazioni di Pauling e Co- 
rey circa la possibilità di rotazione attorno al lega- 
me peptidico CN? 

Correlazione fra struttura e funzione nelle protei- 
ne fibrose. William Astbury scoprì che la diffrazione 
dei raggi X della lana presenta un’unità strutturale ri- 
petitiva spaziata di 5,2 À lungo la direzione della fibra 
della lana. Quando egli scaldò e stirò la lana, la diffra- 
zione dei raggi X dimostrò che era comparsa una nuo- 
va unità strutturale ripetitiva spaziata di 70 À. Se do- 
po il riscaldamento umido e la tensione si lasciava re- 
stringere la lana, l’immagine ai raggi X diventava simi- 
le a quella originaria, con una spaziatura di 5,2 À. An- 
che se queste osservazioni contengono importanti in- 
formazioni sulla struttura molecolare della lana, a quel 
tempo Astbury non fu in grado di interpretarle. 

(a) Utilizzando le attuali conoscenze sulla struttura 
della lana, cercate di interpretare le osservazioni 
di Astbury. 

(b) Quando le maglie o le calze di lana sono lavate con 
acqua calda e poi asciugate a caldo, tendono a re- 
stringersi. La seta invece non si restringe nelle stes- 
se condizioni. Spiegate il perché. 

La velocità di sintesi dell’a-cheratina nei capelli. 

Nell’uomo i capelli crescono circa 15-20 cm all'anno. 

Questa crescita è concentrata alla base del capello, do- 

ve vengono sintetizzati e organizzati in strutture fili- 

formi filamenti di a-cheratina all’interno delle cellule 
dell’epidermide (vedi la Figura 4.11). elemento strut- 
turale fondamentale dell’a-cheratina è l’a elica, che ha 

3,6 residui per giro e un passo di 5,4 À (vedi la Figura 
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4.4a). Supponendo che la biosintesi delle catene elicoi- 
dali dell’a-cheratina sia il processo da cui dipende la 
velocità di crescita del capello, calcolate la velocità di 
formazione dei legami peptidici (legami peptidici per 
secondo) per spiegare la crescita del capello osservata 
in un anno. 

L'effetto del pH sulla struttura secondaria ad a elica. 
Lo srotolamento di un’a elica di una catena polipepti- 
dica fino a raggiungere una struttura a gomitolo casua- 
le è accompagnato da una notevole diminuzione di una 
sua proprietà chiamata rotazione specifica, una misura 
della capacità della soluzione di ruotare il piano della 
luce polarizzata. Il poliglutammato, un polipeptide co- 
stituito soltanto da residui di L-Glu, ha una conforma- 
zione ad a elica a pH 3. Quando il pH viene aumentato 
a 7, si osserva una diminuzione della rotazione specifi- 
ca della soluzione. Analogamente la polilisina (residui 
di L-Lys) è un’a elica a pH 10; invece, se il pH viene ab- 
bassato a 7 la rotazione specifica diminuisce, come è 
mostrato nel grafico che segue. 


Poli(Glu) < a Elica 


Conformazione 


< 
casuale 


Rotazione specifica 


Poli(Lys) 


Conformazione casuale 


Quale potrebbe essere la spiegazione di questo effet- 
to del pH sulla conformazione del poli(Glu) e della 
poli(Lys)? Perché la transizione avviene in un ambito 
di pH così ristretto? 

Il numero dei ponti disolfuro determina le pro- 

prietà di molte proteine. Alcune proteine naturali 

sono molto ricche di ponti disolfuro e le loro proprietà 
meccaniche (resistenza alla tensione, viscosità, robu- 
stezza, ecc.) sono correlate al numero di questi ponti. 

(a) Per esempio, la glutenina, una proteina del grano 
ricca di ponti disolfuro, è responsabile della coesivi- 
tà e dell’elasticità dell'impasto della farina di grano. 
Analogamente, la consistenza del guscio della tarta- 
ruga è dovuta all'elevato numero di ponti disolfuro 
della sua a-cheratina. Quali sono le basi molecola- 
ri della correlazione tra ponti disolfuro e proprietà 
meccaniche di una proteina? 

(b) Le proteine globulari vengono in gran parte dena- 
turate e perdono la loro attività quando sono riscal- 
date anche per poco tempo a 65 °C. Le proteine glo- 
bulari che contengono molti ponti disolfuro spesso 
devono essere riscaldate più a lungo e a tempera- 
tura più elevata per essere denaturate. Una di que- 
ste proteine è l’inibitore della tripsina del pancreas 
bovino (BPTI), che ha 58 residui amminoacidici in 
una sola catena polipeptidica e contiene tre ponti 
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disolfuro. Dopo il raffreddamento della soluzione, 
il BPTI denaturato riacquista la sua attività biolo- 
gica. Potete individuare le basi molecolari di que- 
sto fenomeno? 


6. Angoli diedrici. Di seguito vengono mostrati alcuni 


angoli di torsione, © e y, che potrebbero formarsi nel- 
lo scheletro peptidico. Quale di questi corrisponde agli 
angoli è e w di un'ipotetica tripla elica del collageno? 
Fate riferimento alla Figura 4.9. 


(b) (©) (d) (e) (£) 


Sequenza amminoacidica e struttura delle protei- 
ne. Le conoscenze attuali sul ripiegamento delle pro- 
teine consentono ai ricercatori di prevedere la struttu- 
ra di una proteina basandosi sulla sua sequenza ammi- 
noacidica. 


(a) 


i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Ile- Ala — His — Thr- Tyr- Gly — Pro- Phe- Glu— Ala — 


1012 130 14 150 16 17 18° 19 20 
Ala- Met- Cys — Lys — Trp- Glu — Ala— GIn — Pro — Asp- 


21 22 23 24 25 26 27 28 

Gly- Met- Glu Cys — Ala- Phe— His- Arg 

(a) Basandovi sulla sequenza del polipeptide mostrato 
sopra, siete in grado di prevedere dove si potranno 
formare dei ripiegamenti f? 

(b) Dove possono formarsi ponti disolfuro intracatena 
trasversali? 

(c) Supponendo che questa sequenza sia parte di una 
proteina globulare più grande, indicate la probabile 
localizzazione (sulla superficie esterna, o all’inter- 
no della proteina) dei seguenti residui amminoa- 
cidici: Asp, Ile, Thr, Ala, Gln, Lys. Spiegate i moti- 
vi della vostra scelta. (Suggerimento: vedi l’indice 
idropatico nella Tabella 3.1.) 

La batteriorodopsina nelle proteine purpuree del- 

le membrane. In appropriate condizioni ambientali, 

il batterio alofilo (che ama il sale) Halobacterium halo- 

bium sintetizza una proteina di membrana (M, 26 000) 

nota con il nome di batteriorodopsina, che ha un co- 

lore purpureo in quanto contiene retinale (vedi la Fi- 
gura 10.21). Le molecole di questa proteina si aggre- 
gano in “placche purpuree” nella membrana cellulare. 

La batteriorodopsina agisce come una pompa protoni- 

ca attivata dalla luce che produce energia per le fun- 

zioni cellulari. L'analisi ai raggi X di questa proteina ha 
rivelato che è costituita da sette segmenti paralleli ad 

a elica, ognuno dei quali attraversa la membrana del- 

la cellula batterica (il cui spessore è di 45 À). Calcolate 

il numero minimo di amminoacidi necessari per far sì 

che un segmento dell’a elica attraversi completamen- 

te la membrana. Valutate quale frazione della proteina 
rodopsina è coinvolta nelle eliche che attraversano la 
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membrana. (Usate un valore di 110 per la massa mole- 
colare di un residuo amminoacidico.) 

Terminologia delle strutture proteiche. La mioglo- 
bina è un motivo, un dominio, o una struttura tridi- 
mensionale completa? 

Interpretazione del grafico di Ramachandran. Esa- 
minate le due proteine indicate con (a) e (b) nella figu- 
ra seguente. Quale dei due grafici di Ramachandran, 
indicati con (c) e (d), è stato con maggiore probabilità 
ricavato dalla proteina (a) e quale dalla proteina (b)? 
Perché? 


3 
(SS) 
& 
23 
—180 0 +180 
è (gradi) 
(d) 
3 
(ss) 
& 
23 
—180 
—180 (0) +180 


è (gradi) 
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11. 


12. 


13. 


Azione patogena di un batterio che causa la gan- 
grena gassosa. Il batterio anaerobico altamente pato- 
geno Clostridium perfringens è responsabile della gan- 
grena gassosa, una condizione in cui viene distrutta la 
struttura dei tessuti animali. Questo batterio secerne 
un enzima che catalizza l’idrolisi del legame peptidico 
indicato in rosso nella sequenza riportata sotto 


—xX- GlyPro-Y— 5, 


+ 
X— C0O + Hz3N— Gly—Pro—Y 


dove X e Y rientrano tra i 20 amminoacidi standard. 
Perché la secrezione di questo enzima aumenta l’inva- 
sività del batterio nei tessuti umani? Perché questo en- 
zima non aggredisce anche il batterio? 

Numero di catene polipeptidiche in una proteina 
multimerica. Un campione (660 mg) di una protei- 
na oligomerica con una massa molecolare di 132 000 
è stato trattato con un eccesso di 1-fluoro-2,4-dini- 
trobenzene (reagente di Sanger) in condizioni legger- 
mente alcaline fino a che la reazione non è arrivata 
a compimento. I legami peptidici della proteina sono 
poi stati idrolizzati per riscaldamento in acido clori- 
drico concentrato. L’idrolisato contiene 5,5 mg del se- 
guente composto: 


o, aC 
i 

O,N NH — 0 
H 


Derivati 2,4-dinitrofenilici di gruppi a-amminici di al- 

tri amminoacidi non possono essere presenti. 

(a) Spiegate come quest’ultima informazione può es- 
sere usata per determinare il numero di catene po- 
lipeptidiche presenti in una proteina oligomerica. 

(b) Calcolate il numero di catene polipeptidiche in que- 
sta proteina. 

(c) Quali altre tecniche analitiche potrebbero essere 
usate per stabilire se le catene polipeptidiche pre- 
senti in questa proteina sono uguali o diverse? 

Prevedere la struttura secondaria. Quale dei se- 

guenti peptidi ha più probabilità di assumere una 

struttura ad a elica, e perché? 

(a) LKAENDEAARAMSEA 

(b) CRAGGFPWDQOPGTSN 

Le fibre amiloidi in medicina. Alcune piccole 

molecole aromatiche, come il rosso fenolo (usa- 
to come modello di farmaco non tossico), sono in gra- 
do di inibire in laboratorio la formazione dell’amiloide 
in sistemi modello. Uno degli scopi della ricerca su que- 
sti piccoli composti aromatici è quello di trovare un far- 
maco che inibisca in modo efficace la formazione 

dell’amiloide nel cervello dei soggetti con morbo di 

Alzheimer incipiente. 

(a) Provate a spiegare perché le molecole con sosti- 
tuenti aromatici dovrebbero impedire la forma- 
zione dell’amiloide. 

(b) Alcuni ricercatori hanno suggerito che un farma- 
co usato per il trattamento dell’Alzheimer dovreb- 
be essere utile anche per il trattamento del diabete 
mellito di tipo 2 (non insulino-dipendente). Perché 
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uno stesso farmaco dovrebbe avere effetto in due 
situazioni patologiche diverse? 


= Labiochimica via Internet 


15. Creazione di modelli proteici su Internet. Un grup- 


po di pazienti affetti dal morbo di Crohn (una malattia 
infiammatoria dell’intestino) è stato sottoposto a biop- 
sia intestinale allo scopo di individuare la causa della 
malattia. È stata identificata una proteina che è mag- 
giormente espressa in pazienti con il morbo di Crohn 
rispetto a soggetti affetti da un altro tipo di patologia 
infiammatoria intestinale e a individui sani di control- 
lo. La proteina è stata isolata ed è stata ottenuta la se- 
guente sequenza amminoacidica parziale (bisogna leg- 
gere da sinistra a destra): 


EAELCPDRCI  HSFONLGIQC. VKKRDLEQAI 
SQRIQTNNNP  FOVPIEEQRG  DYDLNAVRLC 
FQVTVRDPSG RPLRLPPVLP  HPIFDNRAPN 
TAELKICRVN  RNSGSCLGGD EIFLLCDKVQ 
KEDIEVYFIG. PGWEARGSFS  QADVHROVAI 
VFRTPPYADP. SLQAPVRVSM QLRRPSDREL 
SEPMEFOYLP.. DTDDRHRIEE KRKRTYETFK 
SIMKKSPFSG  PIDPRPPPRR IAVPSRSSAS 
VPKPAPQPYP 


(a) È possibile identificare la proteina utilizzando una 
banca dati su Internet. Alcuni siti utili per inco- 
minciare sono Protein Information Resource (PIR; 
http://pir.georgetown.edu), Structural Classifica- 
tion of Proteins (SCOP; http://scop.mrc-lmb.cam. 
ac.uk/scop) e Prosite (http://prosite.expasy.org). 
Una volta scelto il sito di una banca dati, collegate- 
vi e seguite i suggerimenti per effettuare il confron- 
to della sequenza. Inserite circa trenta residui del- 
la sequenza nello specifico campo di ricerca e fate 
partire l’analisi. Che cosa emerge da quest’analisi a 
proposito dell’identità della proteina? 

(b) Provate inserendo parti diverse della sequenza am- 
minoacidica. Ottenete sempre gli stessi risultati? 

(c) Esistono numerosi siti web che forniscono infor- 
mazioni sulla struttura tridimensionale delle pro- 
teine. Cercate informazioni sulla struttura secon- 
daria, terziaria e quaternaria della proteina su siti 
di banche dati come Protein Data Bank (PDB; www. 
pdb.org) o SCOP 

(d) Mentre effettuate queste ricerche su Internet cer- 
cate anche di trovare informazioni sulla funzione 
intracellulare della proteina. 


=N Problema sull'analisi dei dati 
ila= 


16. Proteine enantiomeriche (proteine immagini spe- 


culari). Come si è visto nel Capitolo 3, “i residui am- 
minoacidici delle proteine sono tutti stereoisomeri L”. 
Non è chiaro se questa selettività sia necessaria per la 
funzione delle proteine, o se sia dovuta a un evento ca- 
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suale verificatosi durante il processo evolutivo. Per ri- 
solvere il problema, Milton e collaboratori (1992) han- 
no sintetizzato un enzima usando esclusivamente gli 
stereoisomeri D. L'enzima è la proteasi dell’HIV, un en- 
zima proteolitico dell’HIV che trasforma la preprotei- 
na virale inattiva nella sua forma attiva. 
In precedenza Wlodawer e collaboratori (1989) ave- 
vano riportato la sintesi chimica completa della pro- 
teasi dell’HIV a partire dagli L-amminoacidi (L-enzi- 
ma), applicando i metodi descritti nella Figura 3.32. 
La normale proteasi dell’HIV contiene due residui di 
Cys nelle posizioni 67 e 95. Poiché la sintesi di protei- 
ne che contengono Cys è tecnicamente difficile, Wlo- 
dawer e collaboratori hanno sostituito i due residui di 
Cys della proteina con l’acido L-a-ammino-n-butirri- 
co (Aba). Come dichiarato dagli autori, questa modi- 
fica è stata introdotta per “ridurre le difficoltà dovu- 
te alla deprotezione della Cys e per facilitare l’uso del 
prodotto”. 
(a) La formula dell’Aba è mostrata qui sotto. Perché 
l’Aba è un buon sostituto della Cys? In quali circo- 
stanze non lo sarebbe? 


H_ C_CH; — CH; 


Acido L-a-ammino-n-butirrico 


Wlodawer e collaboratori hanno denaturato la pro- 
teina sintetizzata, sciogliendola in 6 w di guanidina 
HCI, e quindi l'hanno lasciata riavvolgere, eliminan- 
do la guanidina per dialisi contro un tampone neu- 
tro (10% glicerolo, 25 mm NaPO,, pH 7). 

(b) Vi sono buoni motivi per prevedere che una protei- 
na sintetizzata, denaturata e riavvolta come descrit- 
to sopra possa non essere attiva. Trovate tre spiega- 
zioni. 

(c) Sorprendentemente, la risultante L-proteasi è atti- 
va. Che cosa dimostra questo risultato a proposito 
del ruolo dei ponti disolfuro nella proteasi HIV na- 
tiva? 

Nel loro lavoro Milton e collaboratori hanno de- 
scritto la sintesi della proteasi HIV a partire dai 
p-amminoacidi, usando lo stesso protocollo di Wlo- 
dawer e collaboratori. Formalmente, esistono tre 
possibilità per il ripiegamento della D-proteasi, poi- 
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ché potrebbe verificarsi: (1) lo stesso avvolgimento, 
quindi la stessa forma della L-proteasi; (2) la forma- 
zione dell’immagine speculare della L-proteasi; (3) 
la formazione di qualche altra struttura, probabil- 
mente inattiva. 

(d) Scegliete una delle tre possibilità e spiegate il mo- 
tivo della scelta. 
In realtà, la p-proteasi era attiva. Essa era in gra- 
do di scindere particolari substrati sintetici ed era 
sensibile a specifici inibitori. Per stabilire la strut- 
tura dei p- e degli L-enzimi, Milton e collaboratori 
hanno saggiato l’attività di ambedue le forme della 
proteasi HIV usando le forme p- o L- di un peptide 
substrato chirale; allo stesso modo è stata misura- 
ta l’inibizione dell’attività in presenza di un pepti- 
de analogo del substrato, anch'esso nelle forme chi- 
rali p- ed L-. Per entrambe le forme della proteasi è 
stata valutata la possibilità di inibizione da parte di 
un inibitore non chirale Evans blu. I risultati ven- 
gono riassunti nella tabella che segue. 


Inibizione 
Idrolisi Peptide E 
del substrato inibitore VANS 


blu 


Proteasi __- |]: 
p-inibitore L-inibitore (achirale) 


dell’HIV p-substrato L-proteasi 


L-proteasi = + = + + 


D-proteasi + = + _ + 


(e) Quale dei tre modelli proposti è in linea con i dati 
della tabella? Spiegate la risposta. 

(f) Perché l’Evans blu inibisce tutte e due le proteasi? 

(g) Secondo voi la chimotripsina digerisce la p-protea- 
si? Spiegate la risposta. 

(h) Secondo voi la sintesi di un enzima a partire dai 
p-amminoacidi seguita dalla rinaturazione darà in 
ogni caso un enzima attivo? Spiegate la risposta. 
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A FUNZIONE 


ELLEPROTEINE «i 


Legame reversibile di una proteina con un ligando: 


le proteine che legano l'ossigeno 


Interazioni complementari tra proteine 
e ligandi: il sistema immunitario e leimmunoglobuline 182 


Interazioni tra proteine modulate dall'energia chimica: 
actina, miosina e motori molecolari 


onoscere la struttura tridimensionale delle proteine 

è molto importante per comprendere la loro fun- 

zione. Le strutture riportate in due dimensioni sul- 
la pagina di un libro sono però ingannevolmente statiche. 
Le proteine sono molecole dinamiche, le cui funzioni di- 
pendono invariabilmente da interazioni con altre mole- 
cole. Tali interazioni fisiologicamente importanti sono in- 
fluenzate da variazioni conformazionali delle proteine, 
che possono essere molto limitate, ma anche considere- 
volmente ampie. In questo capitolo vedremo come le pro- 
teine interagiscono con altre molecole e come le intera- 
zioni sono coordinate con la struttura dinamica proteica. 
Limportanza delle interazioni molecolari per la funzio- 
ne delle proteine può essere difficilmente sopravvaluta- 
ta. Nel Capitolo 4 abbiamo osservato che la funzione del- 
le proteine fibrose come elementi strutturali delle cellule 
e dei tessuti dipende da interazioni quaternarie a lungo 
termine e molto stabili tra catene polipeptidiche identi- 
che. Vedremo in questo capitolo che le funzioni di molte 
altre proteine richiedono l'interazione con varie moleco- 
le. Per la maggior parte questi contatti molecolari sono 
fugaci, ma rappresentano ugualmente le basi di processi 
fisiologici importanti come il trasporto dell’ossigeno, la 
funzione immunitaria e la contrazione del muscolo, ar- 
gomenti che esamineremo in dettaglio in questo capito- 
lo. Le proteine che portano avanti questi processi illustra- 
no in modo significativo i seguenti principi basilari sulla 
funzione delle proteine (alcuni li abbiamo già incontrati 
nel capitolo precedente). 


e Le funzioni di molte proteine richiedono il legame re- 
versibile di altre molecole. Una molecola unita rever- 
sibilmente a una proteina viene detta ligando. Un li- 
gando può essere qualsiasi tipo di molecola, anche una 
proteina. La natura transitoria delle interazioni pro- 
teina-ligando è essenziale per la vita, perché consente 
all'organismo di rispondere rapidamente e reversibil- 
mente a variazioni ambientali e metaboliche. 


e Unligandosilegaa un sito sulla proteina detto sito di 
legame, complementare al ligando stesso per dimen- 
sione, forma, carica e carattere idrofobico o idrofilico. 
L'interazione è specifica: la proteina può discriminare 
tra migliaia di molecole diverse presenti intorno a sé e 
legarne solo una o poche. Una data proteina può avere 
siti di legame strutturalmente diversi per ligandi altret- 
tanto diversi. Le interazioni molecolari specifiche sono 
cruciali per il mantenimento di un elevato grado di or- 
dine all’interno dei sistemi viventi. (Questa discussione 
non considera il legame dell’acqua, che può interagire 
debolmente ma in modo non specifico con molte par- 
ti di una proteina. Nel Capitolo 6 vedremo che l’acqua 
è un ligando specifico di molti enzimi.) 

e Le proteine sono flessibili. Le modificazioni conforma- 
zionali possono essere impercettibili e sono un riflesso 
delle vibrazioni molecolari e dei piccoli movimenti dei 
residui amminoacidici nella proteina. Per questo motivo 
si dice che una proteina “respira”. Le modificazioni con- 
formazionali possono essere anche particolarmente evi- 
denti, con parti della struttura proteica che si spostano 
di diversi nanometri. Le modificazioni conformazionali 
sono molto spesso essenziali per la funzione della pro- 
teina. 

e Illegametra una proteina e un ligando è spesso accop- 
piato a una modificazione conformazionale della pro- 
teina, che rende il sito di legame più complementare 
al ligando, in modo da trattenerlo più saldamente. L’a- 
dattamento strutturale tra una proteina e il suo ligan- 
do è chiamato adattamento indotto. 

e Inunsistema multisubunità, una modificazione con- 
formazionale che avviene in una subunità può influen- 
zare la conformazione delle altre subunità. 

e Leinterazioni tra proteine e ligandi possono essere re- 
golate, di solito mediante il legame di uno o più ligan- 
di specifici, che possono causare nella proteina altera- 
zioni strutturali capaci di modificare il legame del pri- 
mo ligando. 


Gli enzimi rappresentano un caso speciale di funzione pro- 
teica. Essi legano e trasformano chimicamente altre moleco- 
le, cioè catalizzano una reazione. Le molecole su cui agisco- 
no gli enzimi sono dette substrati e il sito che lega il ligan- 
do viene detto in questo caso sito catalitico o sito attivo. 
In questo capitolo metteremo in risalto le funzioni non ca- 
talitiche delle proteine, mentre nel prossimo tratteremo la 
catalisi enzimatica, un argomento fondamentale della bio- 
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chimica. Vedremo inoltre che i temi di questo capitolo (le- 
game, specificità e modificazioni conformazionali) saranno 
trattati anche nel capitolo seguente, con un elemento in più: 
le proteine che partecipano alle trasformazioni chimiche. 


Legame reversibile di una proteina 
con un ligando: le proteine che legano 
l'ossigeno 


La mioglobina e l’emoglobina sono fra le proteine più stu- 
diate e meglio caratterizzate. Sono state le prime proteine 
di cui sia stata determinata la struttura tridimensionale; 
esse illustrano quasi ogni aspetto del più importante pro- 
cesso biochimico: il legame reversibile tra una proteina e 
il suo ligando. I modelli della mioglobina e dell’emoglobi- 
na forniscono molte informazioni sul modo in cui le pro- 
teine lavorano. & Oxygen-Binding Proteins — Myoglobin: Oxygen Storage 


e L'ossigenosilega al gruppo prostetico eme 

Possigeno è poco solubile in acqua (vedi la Tabella 2.3) e 
non può essere trasportato ai tessuti in quantità sufficien- 
te se è semplicemente disciolto nel plasma sanguigno. La 
diffusione dell’ossigeno attraverso i tessuti diventa ineffi- 
ciente se le distanze superano i pochi millimetri. L’evolu- 
zione degli animali pluricellulari di grandi dimensioni è 
sostanzialmente correlata a quella delle proteine che so- 
no in grado di trasportare e conservare l’ossigeno. Nes- 
suna delle catene laterali degli amminoacidi risulta però 
idonea a legare reversibilmente la molecola dell’ossigeno. 
Questo ruolo viene svolto da alcuni metalli di transizione, 
tra cui il ferro e il rame, che hanno una forte tendenza a 
legare l'ossigeno. Gli organismi pluricellulari utilizzano le 
proprietà di questi metalli, in particolare del ferro, per il 
trasporto dell’ossigeno. Il ferro allo stato libero provoca la 
formazione di specie dell’ossigeno altamente reattive co- 


ì 
®) Sch 


Figura 5.1 L'eme. Il gruppo eme è presente nella mioglobina, 
nell'emoglobina e in molte altre proteine, chiamate proteine 
eme. L'eme è costituito da una complessa struttura organica ad 
anello, la protoporfirina IX, a cui è legato uno ione ferro nello 
stato ferroso 2* (Fe?*). (a) Le porfirine, di cui la protoporfirina IX è 
solo un esempio, sono costituite da quattro anelli pirrolici uniti da 
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me i radicali ossidrilici, che possono danneggiare il DNA 
e altre macromolecole. Il ferro usato nelle cellule è invece 
sequestrato in forme che lo rendono meno reattivo. Il fer- 
ro negli organismi pluricellulari - specialmente quelli in 
cui questo elemento, nella forma capace di legare ossigeno, 
deve essere trasportato per distanze molto lunghe - è spes- 
so incorporato nel gruppo prostetico legato a una proteina 
chiamato eme. (Ricordiamo dal Capitolo 3 che un grup- 
po prostetico è un composto che resta permanentemente 
legato a una proteina e che partecipa alla sua funzione.) 

Teme è costituito da una struttura organica complessa 
ad anello, la protoporfirina, a cui è legato un singolo ato- 
mo di ferro nello stato di ossidazione ferroso (Fe? *) (Figura 
5.1). Latomo di ferro ha sei legami di coordinazione, quat- 
tro dei quali sono impegnati con i quattro atomi di azoto 
che fanno parte dell'anello porfirinico; gli altri due sono 
invece perpendicolari al piano della porfirina. Gli atomi di 
azoto coordinati (che hanno la caratteristica di donatori di 
elettroni) impediscono la conversione del ferro dell’eme 
nello stato ferrico (Fe?*). Il ferro nello stato Fe?* lega re- 
versibilmente l’ossigeno; nello stato Fe** non è invece in 
grado di legare l'ossigeno. L’eme è presente in alcune pro- 
teine che trasportano ossigeno e anche nei citocromi, che 
partecipano a reazioni di ossidoriduzione (trasferimento 
di elettroni, vedi il Capitolo 19). 

Le molecole di eme libere in soluzione (non legate a 
proteine) hanno il loro Fe°* con due legami di coordinazio- 
ne disponibili: la reazione contemporanea di una moleco- 
la di O; con queste molecole di eme libero (0 con due ioni 
Fe?* liberi) porta alla conversione irreversibile del Fe?* a 
Fe?*. Quando l’eme è inserito in una proteina questa rea- 
zione non avviene, in quanto il gruppo eme è immerso in 
profondità nella struttura proteica e l’accessibilità ai siti 
di coordinazione è limitata. Uno dei due legami di coor- 
dinazione è impegnato con un atomo di azoto di una ca- 
tena laterale di un residuo di His, mentre l’altro legame 


(d) 


ponti metinici con sostituzioni in corrispondenza delle posizioni 
indicate con una X. (b, c) Due rappresentazioni del gruppo eme 
(derivate da PDB ID 1CCR). L'atomo di ferro dell'eme ha sei legami 
di coordinazione: quattro sono impegnati sul piano dell'anello 
porfirinico, mentre gli altri due sono perpendicolari al piano della 
porfirina (d). 
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Figura 5.2 Il gruppo eme 
visto di lato. Sono ben visibili 

i due legami di coordinazione 
del Fe°* perpendicolari al piano 


Vista di lato 


CH 
sl N | dell'anello porfirinico. Uno di 
C_ n questi legami è impegnato con 
chi cH un residuo di His, chiamato anche 
i His prossimale; l’altro è il sito di 
legame dell'ossigeno. Gli altri 
: . quattro legami di coordinazione 
a ira giacciono nel piano della 
porfirinico porfirina, impegnati con i quattro 


atomi di azoto dell'anello. 


è il sito a cui si lega la molecola di ossigeno (0) (Figura 
5.2). Quando si lega l’ossigeno, le proprietà elettroniche 
del ferro si modificano; ciò spiega il diverso colore che ha 
il sangue venoso povero di ossigeno (rosso scuro) rispetto 
al sangue arterioso ricco di ossigeno (rosso brillante). Al- 
cune molecole di piccole dimensioni, come il monossido 
di carbonio (CO) e l’ossido di azoto (NO), si possono coor- 
dinare al ferro dell’eme con un’affinità anche superiore a 
quella dell'ossigeno. Quando una molecola di CO si lega 
al gruppo eme, non si può più legare ossigeno (ecco per- 
ché il CO è molto tossico per gli organismi aerobi; vedi il 
Box 5.1). Sequestrando nel loro interno il gruppo eme, le 
proteine che legano l'ossigeno regolano l’accesso al ferro 
dell’eme del CO e di altre piccole molecole. 


e Leglobinesono una famiglia di proteine che legano 
l'ossigeno 

Le globine sono una vasta famiglia di proteine, i cui 
membri hanno strutture primaria e terziaria simili. Le 
globine sono comunemente presenti in tutte le classi di 
eucarioti, ma anche in alcuni tipi di batteri. La maggior 
parte di queste proteine svolge la funzione di trasporta- 
tore o di immagazzinatore di ossigeno, mentre alcune di 
esse si comportano come sensori delle concentrazioni di 
ossigeno, ossido di azoto e monossido di carbonio. Il ne- 
matode Caenorhabditis, un verme molto semplice, ha ge- 
ni che codificano 33 tipologie differenti di globine. Negli 
esseri umani e in altri mammiferi esistono almeno quat- 
tro tipi diversi di globine. La mioglobina, una globina mo- 
nomerica, favorisce la diffusione dell’ossigeno nel tessuto 
muscolare. La mioglobina è particolarmente abbondan- 
te nel tessuto muscolare dei mammiferi acquatici mari- 
ni, come le balene e le foche: in questo caso la mioglobi- 
na ha una funzione nell’immagazzinamento dell’ossige- 
no per le prolungate immersioni che questi animali sono 
soliti compiere al di sotto della superficie del mare. L’e- 
moglobina, una proteina tetramerica, è responsabile del 
trasporto dell’ossigeno nel torrente circolatorio. La neu- 
roglobina, monomerica, è ampiamente espressa nei neu- 
roni e aiuta a proteggere il cervello dall’ipossia (bassa os- 
sigenazione) e/o dall’ischemia (scarsa irrorazione sangui- 
gna). La citoglobina, un’altra globina di tipo monomerico, 
nonostante sia riscontrabile in elevate concentrazioni in 
una vasta gamma di tessuti, ha una funzione che rimane 
ancora oggi un’incognita. 
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Figura 5.3 Struttura della mioglobina. (PDB ID 1MBO) Gli 

otto segmenti ad a elica (mostrati sotto forma di cilindri) sono 
indicati con le lettere da A a H. l ripiegamenti non elicoidali che 
uniscono i vari cilindri sono indicati con le lettere dei segmenti che 
interconnettono: AB, CD, EF e così via. Alcuni di questi, come BC e DE, 
sono ripiegamenti bruschi, senza segmenti non elicoidali intermedi, 
quindi non sono indicati. (Il breve segmento tra le a eliche D ed E è 
un artefatto dell'elaborazione al computer dell'immagine.) Il gruppo 
eme è legato in una tasca costituita in gran parte dalle a eliche E ed F; 
sono presenti residui anche di altri segmenti della proteina. 


e Lamioglobina ha un solo sito di legame per l'ossigeno 

La mioglobina (M, 16 700, abbreviata con Mb) è un singo- 
lo polipeptide di 153 residui amminoacidici, che contiene 
una molecola di eme. Come tutti i tipici polipeptidi globi- 
nici, la catena polipeptidica della mioglobina è costituita 
da otto segmenti ad a elica, uniti da ripiegamenti (Figura 
5.3). Circa il 78% dei residui amminoacidici della proteina 
si trova nei segmenti ad a elica. 

Una trattazione dettagliata della funzione di ogni pro- 
teina deve necessariamente tener conto della sua struttura. 
Nel caso della mioglobina verranno prima introdotte alcu- 
ne convenzioni sulle caratteristiche peculiari delle globine. 
Come è mostrato nella Figura 5.3, i segmenti ad a elica ven- 
gono indicati con le lettere da A a H. I singoli residui am- 
minoacidici vengono identificati o dalla loro posizione nel- 
la sequenza amminoacidica, o dalla loro localizzazione in 
un particolare segmento ad a elica. Per esempio, il residuo 
His coordinato all’eme della mioglobina, His? (il 93° re- 
siduo a partire dalla terminazione amminica della sequen- 
za amminoacidica della catena polipeptidica della mioglo- 
bina), viene anche indicato come His F$ (l’ottavo residuo 
dell’a elica F). I ripiegamenti che uniscono le a eliche ven- 
gono indicati con AB, CD, EE FG e così via, cioè con le let- 
tere delle eliche che i ripiegamenti stessi interconnettono. 


e Leinterazioni proteina-ligando possono essere descritte 
quantitativamente 

La funzione della mioglobina dipende dalla capacità del- 

le proteine non solo di legare l’ossigeno, ma anche di rila- 
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sciarlo quando è necessario. In biochimica la funzione di 
una proteina dipende spesso da questo tipo di interazio- 
ni reversibili proteina-ligando. La descrizione quantitati- 
va di queste interazioni ha rappresentato uno dei temi di 
ricerca più rilevanti della biochimica. 

In genere il legame reversibile di un ligando (L) a una 
proteina (P) può essere descritto dalla reazione all’equi- 
librio: 


P+4L=®PL (5.1) 


La reazione è caratterizzata da una costante di equili- 
brio K,: 

[PL] ka 
° [PIL] ka 


dove k, e ka sono costanti di velocità (maggiori dettagli qui 
sotto). Il termine K, identifica la costante di associazio- 
ne (da non confondere con la K, che indica la costante di 
dissociazione acida; pagina 63), che indica l'equilibrio tra 
il complesso e i componenti non legati del complesso. La 
costante di associazione è una misura dell’affinità del li- 
gando L per la proteina P K, ha come unità m 1; un valore 
di K, elevato corrisponde a un'elevata affinità del ligando 
per la proteina. 

Il termine K,, la costante di associazione, è equivalen- 
te al rapporto tra le velocità della reazione verso destra 
(reazione di associazione) e della reazione verso sinistra 
(reazione di dissociazione), che formano il complesso PL. 
Alla reazione di associazione corrisponde una costante di 
velocità k,, mentre alla reazione di dissociazione una co- 
stante di velocità ki. Come vedremo nel prossimo capito- 
lo, le costanti di velocità sono costanti di proporzionalità, 
che indicano la frazione di un reagente che reagisce in una 
data unità di tempo. Quando la reazione riguarda una so- 
la molecola, come la reazione di dissociazione PL P + L, 
la reazione è detta del primo ordine, e la costante di velocità 
(ka) si misura come il reciproco del tempo (s_!). Quando la 
reazione riguarda due molecole, come la reazione di asso- 
ciazione P + L— PL, è detta del secondo ordine, e la costan- 


te di velocità (k,) si misura come m 1 s 1. 


59 Le costanti di equilibrio vengono indicate con la let- 


tera maiuscola K e le costanti di velocità con la lettera mi- 
nuscola È. 


(5.2) 


Un adeguamento dell’Equazione 5.2 mostra che il rap- 
porto tra proteina legata con il ligando e proteina libera è 
direttamente proporzionale alla concentrazione di ligan- 
do libero: 

xp = El 

P] 

Quando la concentrazione del ligando è molto più alta 
della concentrazione dei suoi siti di legame sulla protei- 
na, il legame del ligando alla proteina non modifica in 
modo apprezzabile la concentrazione del ligando libero 
(non legato), cioè [L] resta costante. Questa condizione 
è applicabile a molti ligandi che si associano a proteine 
nelle cellule e semplifica la nostra descrizione dell’equi- 
librio di legame. 


(5.3) 
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Consideriamo l’equilibrio di legame dal punto di vista 
della frazione dei siti di legame 6 (theta) occupati dal li- 
gando presenti nella proteina: 


siti di legame occupati 


totale dei siti di legame 


[PL] 
[PL] + [P] 


(5.4) 


Sostituendo il termine K, [L] [P] a [PL] (vedi l’Equazione 
5.3) e riordinando i termini si ha 

KILI RU _ 
K[L][P] + [P] Ka[L]+1 a 


ni (5.5) 


Il valore di K, può essere determinato dal grafico di 6 in 
funzione della concentrazione del ligando libero [L] (Fi- 
gura 5.4a). Qualsiasi equazione nella forma x = y / (y + z) 
descrive un’iperbole, e quindi 0 è una funzione iperbolica 
di [L]. La frazione di siti di legame per il ligando occupata 
tende ad arrivare asintoticamente a saturazione quando 
[L] aumenta. Il valore di [L] al quale metà dei siti di lega- 
me è occupata dal ligando (0 = 0,5) corrisponde a 1/ K,. 


10 
0 05--- 
i 
I 
I 
I 
I 
| 
Ca 5 10 
(a) [L] (unità arbitrarie) 
1,0 
9 0,5 
i 
I 
I 
I 
I 
i 
ay 
Pio 5 10 
(b) pO» (kPa) 


Figura 5.4 Rappresentazione grafica del legame del ligando. 
La frazione dei siti di legame occupati dal ligando, 0, è riportata nel 
grafico in funzione della concentrazione del ligando libero. Ambedue 
le curve descrivono iperboli rettangolari. (a) Una curva ipotetica 

di legame per il ligando L. La [L] alla quale metà dei siti di legame 
del ligando sono occupati corrisponde a 1/K,, o K4. La curva ha un 
asintoto orizzontale, che tende a 0 = 1, e un asintoto verticale (non 
mostrato) a una [L] = -1/K,. (b) Curva di legame dell'ossigeno alla 
mioglobina. La pressione parziale dell'ossigeno presente nell'aria a 
contatto con la soluzione è espressa in kilopascal (kPa). L'ossigeno si 
lega saldamente alla mioglobina, con una Psg di soli 0,26 kPa. 
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Qualche volta è intuitivamente più semplice conside- 
rare la costante di dissociazione, Ki, cioè il reciproco di 
K, (Ka = 1/K;), espressa in unità di concentrazione mo- 
lare (m). Kq è la costante di equilibrio della reazione di ri- 
lascio del ligando. Le espressioni si modificano quindi in 
questo modo: 


_ PIL] Ra 
Ki= ar, (5.6) 
[PL] = [PIL] (5.7) 
d 
___U 
ue Li & 63) 


Quando [L] è uguale a Kq, metà dei siti di legame è occu- 
pata dal ligando. Quando [L] è minore di K;, la quantità di 
ligando legata alla proteina è esigua. Affinché il 90% dei 
siti di legame sia occupato dal ligando il valore di [L] deve 
essere nove volte più alto di quello di Ki. 

In pratica il termine K, viene usato molto più spesso di 
K, per esprimere l’affinità di una proteina per il suo ligan- 
do. Si noti che un valore molto basso di Kj corrisponde a 
un'elevata affinità della proteina per il ligando. La mate- 
matica può ridurre questo concetto a una semplice asser- 
zione: K corrisponde alla concentrazione molare di ligan- 
do a cui metà dei siti di legame disponibili è occupata dal 
ligando. A questo punto la proteina ha saturato metà dei 
suoi siti di legame. Quanto più saldamente la proteina le- 
ga il ligando, tanto più bassa è la concentrazione di ligan- 
do necessaria a occupare metà dei siti di legame, e mino- 
re è il valore di Kj. Nella Tabella 5.1 è riportato un tipico 
spettro dei valori delle costanti di dissociazione; la scala 


BM Tabella 5.1 Costanti di dissociazione di alcune proteine 
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mostra il tipico ambito di valori delle costanti di dissocia- 
zione dei sistemi viventi. 


% 

SZ Costanti di dissociazione recettore-ligando 

Due proteine, X e Y, si legano allo stesso ligando, A, secon- 
do le curve di legame qui mostrate. 


1,0 


[A] (L.M) 


Qual è la costante di dissociazione, Ka, per ciascuna protei- 
na? Quale proteina ha maggiore affinità per il ligando A? 


Soluzione Le costanti di dissociazione possono essere 
determinate direttamente dai grafici. Poiché 6 rappre- 
senta la frazione dei siti di legame occupati dal ligando, 
la concentrazione del ligando alla quale la metà dei siti 
di legame è occupata, cioè il punto dove la curva di lega- 
me attraversa la linea corrispondente a 6 = 0,5, è la co- 
stante di dissociazione. Per il composto X, Ki = 2 pm; per 
il composto Y, Kq = 6 pm. Poiché la proteina X è satura- 
ta per metà a una concentrazione più bassa di [A], avrà 
un’affinità più elevata per il ligando. 


Proteina Ligando Ka (M)* 
Avidina (chiara d’uovo) Biotina 1x 107 
Recettore dell’insulina (umana) Insulina 1Xx 101° 
Immunoglobulina anti-HIV (umana)* gp41 (proteina della superficie di HIV-1) 4X 101° 
Proteina che lega il nichel (E. colì) Ni?* 1X 107 
Calmodulina (ratto)* Ca” 3 Xx 1079 

2X 107° 


Tipiche interazioni recettore-ligando 


Biotina-avidina 


Antigene-anticorpo 
rita] 


Interazioni proteina-DNA sequenza-specifiche 
ee AI 


Enzima-substrato 


(e 
l I I I I l I I I I l I I | 
10719 10714 10712 10710 10780 107 1074 107? 
alta affinità bassa affinità 

si Ka () . 


Le barre colorate indicano l'ambito dei valori tipici delle costanti di dissociazione delle varie classi di interazioni nei sistemi 
biologici. Alcune interazioni, come quella tra la proteina avidina e il cofattore enzimatico biotina, si trovano al di fuori di 
tale ambito. L'interazione avidina-biotina è così forte che può essere considerata irreversibile. Le interazioni proteina-DNA 
sequenza-specifiche si riferiscono a proteine che si legano a una particolare sequenza nucleotidica del DNA, anziché a un 


sito aspecifico del DNA. 


#I valori della costante di dissociazione sono validi solo nelle condizioni in cui sono stati misurati. I valori di K delle interazioni proteina-ligando 
possono variare anche di diversi ordini di grandezza, modificando la concentrazione salina della soluzione, il pH o altre variabili. 

Questa immunoglobulina è stata isolata durante lo sviluppo di un vaccino contro ’HIV. Leimmunoglobuline (descritte più avanti in questo ca- 
Dito) sono altamente variabili e il valore di Ki qui riportato non può essere attribuito a tutte leimmunoglobuline. 

La calmodulina ha quattro siti di legame per il calcio. I valori mostrati si riferiscono ai siti ad alta e a bassa affinità osservati in un gruppo di esperimenti. 
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Il legame dell’ossigeno alla mioglobina ha lo stesso an- 
damento osservato in precedenza. Però, essendo l’ossige- 
no un gas, occorre apportare alcune piccole variazioni al- 
le equazioni, in modo da facilitare la sperimentazione in 
laboratorio. Dobbiamo prima sostituire a [L] la concentra- 
zione di ossigeno disciolto nell’Equazione 5.8 e otteniamo: 


(0) 
g= ll (5.9) 
102] + Ka 
Come per qualsiasi ligando, Ki corrisponde al valore di 
[O;] al quale metà dei siti disponibili è occupata, che quin- 
di si può indicare con [02]o5. Equazione 5.9 diventa: 


gal (5.10) 


[2] + [O2los 

Negli esperimenti in cui viene usato ossigeno come ligan- 
do, viene variata la pressione parziale di questo gas, pO», 
in quanto è molto più facile misurare quest’ultima che non 
la concentrazione del gas disciolto nella soluzione. La con- 
centrazione di una sostanza volatile in soluzione è sempre 
proporzionale alla pressione parziale locale del gas. Se de- 
finiamo la pressione parziale di ossigeno [O2]o,5 come Pso 
e sostituiamo il termine nell’Equazione 5.10, otteniamo: 


O 
"JRE @ 6.11) 
po: + P5o 
Nella Figura 5.4b è mostrata una curva di legame dell’os- 
sigeno alla mioglobina in funzione della pO.. 


e II meccanismo di legame dei ligandi dipende 
dalla struttura delle proteine 

Il legame di un ligando a una proteina è raramente così sem- 
plice come sembrerebbero indicare le equazioni viste in pre- 
cedenza. L'interazione dipende dalla struttura delle protei- 
ne e spesso è accompagnata da una modificazione confor- 
mazionale. Per esempio, la specificità con cui il gruppo eme 
lega numerosi ligandi varia considerevolmente quando il 
gruppo proteico è inserito all’interno della mioglobina. Il 
monossido di carbonio si lega alle molecole di eme libero 
circa 20 000 volte meglio dell’ossigeno (cioè la Kj 0 Pzo del 
legame del CO all’eme libero è oltre 20 000 volte più bassa di 
quella dell’ossigeno), ma si lega solo 200 volte meglio quan- 
do l’eme è localizzato all’interno della mioglobina. Questa 
differenza è in parte dovuta a interferenze steriche. Quan- 
do l’O; si lega all’eme libero la molecola dell’ossigeno si po- 
siziona con un certo angolo rispetto alla direzione del lega- 
me con il ferro (Figura 5.5a). Al contrario, quando il CO si 
lega all’eme libero, gli atomi di Fe, C e O sono perfettamen- 
te allineati (Figura 5.5b). In entrambi i casi il legame riflette 
la geometria degli orbitali ibridi in ogni ligando. Nella mio- 
globina il residuo di His" (His E7), presente sullo stesso la- 
to dell’eme a cui si lega l’ossigeno, è troppo lontano per ge- 
nerare un legame di coordinazione con il ferro, ma può in- 
teragire con il ligando unito all’eme. Questo amminoacido, 
chiamato His distale (per distinguerlo dall’His prossimale, o 
His F8), forma un legame idrogeno con l’O; (Figura 5.5c), 
ma impedisce un legame di tipo lineare del CO. Ciò spiega 
la diminuita affinità dell’eme per questo composto quan- 
do si trova all’interno della mioglobina (e dell'emoglobina). 
Questo effetto sul legame del CO è fisiologicamente impor- 
tante perché, anche se in quantità molto basse, il CO è un 
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Figura 5.5 Effetti sterici causati dal legame di ligandi all’eme 
della mioglobina. (a) L'ossigeno si lega all'eme formando un angolo 
con il ferro, una conformazione che si adatta molto facilmente agli 
spazi interni della mioglobina. (b) Il monossido di carbonio forma con 
il ferro un legame perpendicolare al piano dell'eme. Quando il CO si 
lega all'eme della mioglobina è costretto a formare un piccolo angolo, 
in quanto la struttura perpendicolare è stericamente impedita 
dall'His E7, l'His distale. Questo effetto indebolisce il legame del CO 
alla mioglobina. (c) Rappresentazione (derivata da PDB ID 1MBO) 

che mostra i residui che circondano il gruppo eme nella mioglobina. 
l'ossigeno legato è impegnato con un legame idrogeno con l'His 
distale, His E7 (His), facilitando ulteriormente il legame dell'O. stesso. 


sottoprodotto del nostro metabolismo. Anche altri fattori 
non ancora ben definiti sembrano modulare l’interazione 
del CO con l’eme in queste proteine. 

Il legame dell’ossigeno all’eme nella mioglobina dipen- 
de anche dai movimenti molecolari, o “respirazione”, del- 
la proteina. La molecola dell’eme è immersa in profondità 
nella struttura proteica e l’ossigeno non ha una via diret- 
ta per passare dalla soluzione circostante al sito di legame 
sull’eme. Se la proteina fosse rigida, l’O, non potrebbe en- 
trare oppure uscire dalla tasca dell’eme in quantità apprez- 
zabili. I movimenti molecolari molto rapidi delle catene la- 
terali degli amminoacidi producono cavità transitorie nella 
struttura della proteina e l’ossigeno evidentemente sfrutta 
questi spazi per entrare o uscire dalla proteina. 

Simulazioni al computer di fluttuazioni strutturali 
molto rapide nella molecola della mioglobina indicano 
che possono formarsi molti di questi percorsi per l’ossi- 
geno. La via principale è generata dalla rotazione della 
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catena laterale dell’istidina distale (His), che avviene 
ogni nanosecondo (10°? s). Modificazioni conformazio- 
nali anche molto limitate possono essere cruciali per l’at- 
tività della proteina. 

Nella neuroglobina, nella citoglobina e in alcune altre 
globine trovate nelle piante e negli invertebrati l’His di- 
stale (His E7) è direttamente coordinata all’atomo di fer- 
ro dell’eme. In queste globine l'ossigeno o un altro ligan- 
do devono spiazzare l’His distale durante il processo di 
legame. 


e L'emoglobina trasporta l'ossigeno nel sangue 

& Oxygen-Binding Proteins— Hemoglobin: Oxygen Transport Quasi tutto 
l'ossigeno presente nell’organismo degli animali è legato e 
trasportato dall’emoglobina negli eritrociti (globuli rossi). 
Gli eritrociti normali dell’uomo sono cellule di piccole di- 
mensioni (con un diametro di 6-9 um), a forma di disco bi- 
concavo, che originano da precursori cellulari staminali det- 
ti emocitoblasti. Durante il processo di maturazione le cel- 
lule staminali producono molte cellule figlie, che formano 
grandi quantità di emoglobina e perdono tutti gli organelli 
citoplasmatici: nucleo, mitocondri e reticolo endoplasmati- 
co. Gli eritrociti sono quindi vestigia di cellule, incapaci di 
replicarsi e destinati a sopravvivere, almeno nell’uomo, so- 
lo per circa 120 giorni. La loro funzione principale è quella 
di trasportare l’emoglobina disciolta nel loro citosol a una 
concentrazione molto elevata (circa il 34% del loro peso). 

Nel sangue arterioso che dai polmoni arriva al cuore 
attraverso i tessuti periferici l’emoglobina è saturata per 
circa il 96% di ossigeno. Nel sangue venoso che ritorna 
al cuore e poi ai polmoni l’emoglobina è invece saturata 
dall’ossigeno per circa il 64%. Ogni 100 mL di sangue che 
passano attraverso i tessuti periferici si ha il rilascio di cir- 
ca un terzo dell'ossigeno che viene trasportato, vale a dire 
6,5 mL di ossigeno gassoso alla pressione atmosferica e al- 
la temperatura corporea. 

La mioglobina, che ha una curva di legame dell’ossige- 
no con andamento iperbolico (Figura 5.4b), è relativamen- 
te insensibile a piccole variazioni della concentrazione di 
ossigeno disciolto e quindi funziona bene come serbatoio 
di immagazzinamento di questo gas. emoglobina, con le 
sue quattro subunità e i suoi gruppi eme, si adatta meglio 
alla funzione di trasportatore di ossigeno. Come vedre- 
mo in seguito, le interazioni tra le subunità di una protei- 
na multimerica possono generare risposte molto sensibili 
anche a piccole modificazioni nella concentrazione di li- 
gando. Le interazioni tra le subunità dell'emoglobina de- 
terminano variazioni nell’affinità della proteina per l’os- 
sigeno. La modulazione del legame dell’ossigeno consente 
a questa proteina di rispondere ai tessuti in base alla loro 
domanda di ossigeno. 


e Lesubunità dell'emoglobina sono strutturalmente simili 
alla mioglobina 

Pemoglobina (M, 64 500, abbreviata con Hb) ha una forma 
quasi sferica, con un diametro di circa 5,5 nm. È una protei- 
na tetramerica contenente quattro gruppi prostetici eme, 
uno per ciascuna subunità. emoglobina A (emoglobina 
dell'adulto) contiene due tipi di globine: due catene a (141 
residui ciascuna) e due catene f (146 residui ciascuna). La 
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struttura tridimensionale dei due tipi di catene dell’emo- 
globina è molto simile, anche se meno della metà dei resi- 
dui sono identici nelle sequenze amminoacidiche delle sub- 
unità a e f. Inoltre la struttura tridimensionale di queste 
due subunità è simile anche a quella della mioglobina (Fi- 
gura 5.6), ma la sequenza dei tre polipeptidi è identica solo 
a livello di 27 posizioni (Figura 5.7). Tutti e tre i polipeptidi 
sono membri della famiglia proteica delle globine. La con- 
venzione per la nomenclatura delle a eliche utilizzata per 
la mioglobina viene applicata anche alle subunità dell’e- 
moglobina, con una sola eccezione rappresentata dalla su- 
bunità a, che è priva della corta elica D. Le tasche dell’eme 
sono costituite in gran parte dalle eliche E ed F in ciascu- 
na delle subunità. 

La struttura quaternaria dell'emoglobina è caratteriz- 
zata da interazioni molto forti tra le quattro subunità. Lin- 
terfaccia a; (come la sua controparte a;}:) comprende 
circa 30 residui ed è sufficientemente forte da resistere a 
blandi trattamenti denaturanti; l'esposizione all’urea cau- 
sa la dissociazione dei tetrameri di emoglobina nei dimeri 
ap, che restano intatti. Le interfacce aB2 e a. compren- 
dono 19 residui (Figura 5.8). A livello delle interfacce pre- 
dominano le interazioni idrofobiche, ma vi sono anche mol- 
ti legami idrogeno e alcune coppie ioniche (chiamate anche 
ponti salini), sulla cui rilevanza ci soffermeremo più avanti. 


e Illegamedell’ossigeno provoca una variazione strutturale 
nell'emoglobina 

Panalisi ai raggi X ha messo in evidenza due differenti con- 
formazioni dell'emoglobina: lo stato R e lo stato T. Eos- 
sigeno si lega a entrambi gli stati dell'emoglobina, ma ha 
un’affinità maggiore per lo stato R. Il legame dell’ossigeno 
stabilizza lo stato R. In assenza di ossigeno, una condizio- 
ne che si può ottenere in laboratorio, lo stato T è più stabi- 
le ed è quindi la conformazione prevalente della deossie- 
moglobina. Le lettere T ed R indicano rispettivamente lo 
stato “teso” e “rilasciato”, in quanto lo stato teso viene sta- 
bilizzato da un gran numero di interazioni ioniche, molte 
delle quali si verificano in corrispondenza delle interfacce 
a; e a3Bi (Figura 5.9). Il legame dell’O, a una delle subu- 
nità nello stato T dell'emoglobina innesca una variazione 
conformazionale, che converte la subunità nello stato R. 


Mioglobina 


Subunità B 
dell'emoglobina 


Figura 5.6 Confronto tra le strutture della mioglobina (PDB ID 
1MBO) e della subunità f dell'emoglobina (derivata da PDB ID 1HGA). 
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Figura 5.7 Le sequenze amminoacidiche della mioglobina di 
capodoglio e delle catene a e f} dell'emoglobina umana. Le linee 
tratteggiate indicano i confini delle eliche. Per allineare in modo 
ottimale le catene è stato necessario inserire nella sequenza delle 
catene emoglobiniche alcune interruzioni nei punti in cui veniva 

a mancare un amminoacido. Con l'eccezione della catena a, che 

è priva dell'elica D, questo allineamento consente di applicare la 
convenzione per la nomenclatura che mette in risalto le posizioni 

dei residui amminoacidici uguali nelle tre strutture (ombreggiati).| 
residui ombreggiati in rosa sono presenti nella stessa posizione in tutte 
le globine conosciute. Si noti che la presenza di lettere uguali in due o 
tre delle catene non indica che nella stessa posizione della sequenza 
vi è lo stesso residuo. Per esempio, l'His distale è il residuo E7 in tutte le 
catene, ma è presente in posizioni diverse nella loro sequenza (His, 
His?8 e His9* rispettivamente per mioglobina, Hba e Hbf). 1 residui non 
elicoidali alle estremità ammino- e carbossiterminali, rispettivamente 
prima dell'inizio (A) dell'a elica e dopo la fine (H) dell'a elica, sono 
indicati come NA e HC. 
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Figura 5.8 Interazioni dominanti tra le subunità 
dell'emoglobina. (PDB ID 1HGA) In questa rappresentazione 
schematica le subunità a sono in grigio chiaro e le subunità f 

sono in grigio più scuro. Le interazioni più forti, messe in evidenza, 
avvengono tra subunità diverse. Quando l'ossigeno si lega, i contatti 
a}; si modificano di poco, mentre quelli aj}, subiscono una 
profonda variazione, con la rottura di diverse coppie ioniche. 
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Figura 5.9 Alcune coppie ioniche (ponti salini) che 
stabilizzano lo stato T della deossiemoglobina. 

(a) Rappresentazione di una porzione della molecola della 
deossiemoglobina nello stato T (PDB ID 1HGA). Le interazioni tra le 
coppie ioniche His HC3 e Asp FG1 della subunità f (in blu) e tra 
Lys C5 della subunità a (in grigio) e il gruppo a-carbossilico del 
residuo His HC3 della subunità B sono indicate da linee tratteggiate. 
(Si ricordi che HC3 è il residuo carbossiterminale della subunità ft.) 
(b) Queste interazioni ioniche, e altre interazioni non evidenziate in 
(a), sono mostrate in forma schematica in questa rappresentazione 
lineare delle catene polipeptidiche dell'emoglobina. 
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His HC3 
Stato T 


Figura 5.10 La transizione T + R. (PDB ID 1HGA e 1BBB) In questa 
rappresentazione della molecola della deossiemoglobina, come nella 
Figura 5.9, le subunità B sono in azzurro e le subunità a in grigio. Le 
catene laterali cariche positivamente e i gruppi terminali coinvolti 

in ponti salini sono indicati in azzurro, mentre le controparti cariche 
negativamente sono in rosso. | residui Lys C5 di ciascuna subunità a 

e Asp FG1 di ciascuna subunità f sono visibili, ma non indicati (si 
confronti con la Figura 5.9a). Si noti che la molecola è orientata in 


La transizione non modifica sostanzialmente le strutture 
delle singole subunità, ma i due monomeri af scivolano 
l'uno rispetto all’altro e ruotano, restringendo così la tasca 
tra le subunità B (Figura 5.10). Durante questo processo 
alcuni legami ionici che stabilizzano lo stato T si spezzano 
e se ne formano altri. 

Max Perutz ipotizzò che la transizione T + R venisse 
innescata da cambiamenti della posizione dei residui am- 
minoacidici che circondano l’eme. Nello stato T la porfi- 
rina ha una forma a cupola e pertanto il ferro all’interno 
dell’eme tende a protrudere dal lato dell’istidina prossima- 
le (His F8). Il legame dell’ossigeno costringe l’eme ad assu- 
mere una conformazione più planare, modificando la posi- 
zione dell’His prossimale e dell’elica F a essa legata (Figura 
5.11). Queste modificazioni conducono a un aggiustamen- 
to delle coppie ioniche all’interfaccia 2. 


e L'emoglobina lega l'ossigeno con un meccanismo 

cooperativo 
Lemoglobina deve legare in modo efficace l’ossigeno nei 
polmoni, dove la pO; del gas è di circa 13,3 kPa, e rilascia- 
re ossigeno nei tessuti, dove la pO; è di circa 4 kPa. La mio- 
globina, o qualsiasi proteina che leghi l'ossigeno con un an- 
damento iperbolico, non sarebbe altrettanto adatta a que- 
sto ruolo per i motivi illustrati nella Figura 5.12. Una pro- 
teina che lega l'ossigeno con un'elevata affinità si saturerà 
facilmente nei polmoni, ma non libererà molto ossigeno 
nei tessuti. Se invece la proteina ha una bassa affinità per 
l'ossigeno, potrà rilasciarlo nei tessuti, ma non sarà in gra- 
do di saturarsi nei polmoni. 

Lemoglobina risolve questi problemi mediante la sua 
transizione da uno stato a bassa affinità (lo stato T) a uno 


Stato R 


modo leggermente diverso rispetto alla Figura 5.9. La transizione dallo 
stato T allo stato R sposta in modo sostanziale le coppie di subunità, 
modificando alcune coppie ioniche. La transizione più rilevante è quella 
dei residui di His carbossiterminali HC3 delle subunità }, che sono 
coinvolti in un ponte salino nello stato T. Essi ruotano verso il centro 
della molecola e non fanno più parte di coppie ioniche nello stato R. 
Un'altra conseguenza molto importante della transizione T + Rè il 
restringimento della tasca centrale tra le subunità fp. 


ad alta affinità (lo stato R) quando lega l’ossigeno. Il risul- 
tato di questa transizione è una curva di legame dell’ossi- 
geno ad andamento sigmoide (a forma di $; Figura 5.12). 
Una proteina con una sola subunità, con un singolo sito di 
legame del ligando, non può produrre una curva sigmoide 
- anche se il ligando induce una modificazione conforma- 
zionale - in quanto ogni molecola di ligando agisce singo- 
larmente e non può alterare le proprietà di legame di al- 
tre molecole di ligando. Al contrario, il legame dell’ossige- 
no a una delle subunità dell'emoglobina può modificare 
l’affinità per l’O; delle subunità adiacenti. La prima mole- 
cola di O; che interagisce con la deossiemoglobina si lega 
debolmente, perché si lega a una subunità nello stato T. 
Questo legame determina però una modificazione confor- 


—> 6 His F8 


Elica F ut e 
€. Leu F4 
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Di 


Figura 5.11 Modificazioni della conformazione vicino al 
gruppo eme della deossiemoglobina in seguito al legame con 
l'ossigeno. (Derivata da PDB ID 1HGA e 1BBB) Lo spostamento 
dell'elica F conseguente al legame dell'ossigeno all'eme è una delle 
modificazioni che innescano la transizione T — R. 
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Figura 5.12 Una curva di legame sigmoide (cooperativa). Una 
curva di legame con un andamento sigmoide può essere considerata 
come una curva ibrida che riflette la presenza di forme a bassa affinità 
e adalta affinità. Il legame cooperativo, indicato dall'andamento 
sigmoide, rende l'emoglobina molto più sensibile a piccole variazioni 
della concentrazione di ossigeno; mediante questo processo 
l'emoglobina è più efficiente nel legare ossigeno nei polmoni, dove la 
pO, è alta, e nel rilasciarlo nei tessuti periferici, dove la pO, è bassa. 


mazionale che viene comunicata alle subunità adiacenti, 
rendendo più facile l'interazione con altre molecole di os- 
sigeno. Dopo che l’ossigeno si è legato alla prima subuni- 
tà, la transizione T + R rende più facile il legame di una 
seconda molecola di ossigeno. Eultima (la quarta) mole- 
cola di ossigeno si lega a un gruppo eme di una subunità 
che è ormai nello stato R e quindi presenta la massima af- 
finità per il suo ligando. 

Una proteina allosterica è appunto quella in cui il le- 
game di un ligando a un sito modifica le proprietà di un 
altro sito nella stessa molecola proteica. Il termine “allo- 
sterico” deriva dal greco allos, “altro”, e stereos, “solido” 0 
“forma”. Le proteine allosteriche possono avere forme o 
conformazioni diverse, indotte dal legame di ligandi chia- 
mati anche modulatori. Le modificazioni conformaziona- 
li indotte dai modulatori interconvertono tra loro forme 
più o meno attive della stessa proteina. I modulatori di una 
proteina allosterica possono quindi avere effetti attivato- 
ri o inibitori. Quando il normale ligando di una proteina 
allosterica è anche un modulatore, l'interazione è detta 
omotropica. Se invece il modulatore è una molecola di- 
versa dal ligando normale, l'interazione viene definita ete- 
rotropica. Alcune proteine hanno due o più modulatori e 
possono avere contemporaneamente interazioni omotro- 
piche ed eterotropiche. 

Il legame cooperativo di un ligando a una protei- 
na multimerica, come abbiamo osservato per il legame 
dell’ossigeno all’emoglobina, è una forma di legame allo- 
sterico che si riscontra spesso nelle proteine multimeri- 
che. Il legame di una molecola di ligando modifica l’affi- 
nità degli altri siti ancora vuoti e l’ossigeno in questo ca- 
so può essere considerato sia un ligando normale, sia un 
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modulatore omotropico. Vi è un solo sito per l'ossigeno in 
ogni subunità, e quindi l’effetto allosterico che dà origi- 
ne alla cooperatività è dovuto alle modificazioni confor- 
mazionali trasmesse da una subunità a un’altra median- 
te interazioni subunità-subunità. Una curva sigmoide è 
un indice dell’esistenza di un legame di tipo cooperativo. 
Questo fenomeno consente una risposta molto più sen- 
sibile alle variazioni nella concentrazione del ligando ed 
è determinante per la funzione di molte proteine multi- 
meriche. Il principio dell’allosterismo esteso agli enzimi 
regolatori sarà riconsiderato nel Capitolo 6. 

Le modificazioni conformazionali cooperative dipendo- 
no dalle alterazioni della stabilità strutturale di parti diver- 
se di una proteina, come descritto nel Capitolo 4. I siti di le- 
game di una proteina allosterica di norma sono costituiti da 
segmenti stabili in prossimità di altri relativamente instabi- 
li, capaci di andare incontro a frequenti modificazioni della 
conformazione oppure a movimenti disorganizzati (Figura 
5.13). Il legame di un ligando comporta la stabilizzazione in 
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Sito Lal p di legame | MM Meno stabile 
di legame Sf" WI stabile 


Il ligando non è presente. 
I segmenti in colore rosa 
sono flessibili; alcune di 
queste conformazioni 
facilitano il legame del 
ligando. I segmenti 

in verde sono stabili nello 
stato a bassa affinità. 


Il ligando è legato 

a una delle subunità. 

Il legame stabilizza una 
conformazione ad alta 
affinità del segmento 
flessibile (mostrato ora 

in verde). Il resto della 
catena polipeptidica assume 
una conformazione a più 
alta affinità. 

La stessa conformazione 
viene assunta e stabilizzata 
nell’altra subunità 

per interazione 
proteina-proteina. 


La seconda molecola di 
ligando si lega alla seconda 
subunità. Questo secondo 
legame avviene con maggior 
affinità rispetto al primo, 
generando così una 
cooperatività positiva. 


Figura 5.13 Variazioni strutturali in una proteina multisubunità 
con un legame cooperativo del ligando. La stabilità strutturale non 
è uniforme in tutta la molecola proteica. Qui è mostrata un'ipotetica 
proteina dimerica, con regioni ad alta (blu), media (verde) e bassa 
(rossa) stabilità. | siti di legame del ligando sono composti da segmenti 
a bassa e ad alta stabilità, quindi l'affinità per il ligando è relativamente 
bassa. Le variazioni conformazionali che avvengono a seguito del 
legame del ligando convertono la proteina da uno stato a bassa 
affinità a uno stato ad alta affinità, una forma di adattamento indotto. 
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una particolare conformazione delle regioni mobili del sito 
attivo della proteina, influenzando la conformazione delle 
subunità polipeptidiche adiacenti. Se l’intero sito di legame 
fosse stabile, ben poche modificazioni conformazionali po- 
trebbero avvenire oppure essere trasmesse ad altre parti del- 
la proteina in seguito al legame del ligando. 


Box 5.1 [I 


Lago Powell, Arizona, agosto 2000. Una famiglia era in 
vacanza in una casa galleggiante in affitto. Accesero il ge- 
neratore elettrico per alimentare un condizionatore d’aria 
e la televisione. Circa 15 minuti dopo, due fratelli di 8 e 
11 anni si tuffarono dal trampolino a poppa. Posizionata 
proprio sotto al ponte c’era l’uscita dello scappamento del 
generatore. Nel giro di due minuti entrambi i ragazzi erano 
stati sopraffatti dal monossido di carbonio dello scappa- 
mento, che aveva cominciato a concentrarsi nello spazio 
sotto al ponte, e sono entrambi affogati. Questi decessi, 
insieme a una serie di morti negli anni ’90 collegata a case 
galleggianti analogamente progettate, portarono alla fine 
al ritiro e alla riprogettazione degli scarichi dei generatori. 
Il monossido di carbonio (CO), un gas inodore e incolore, 
è responsabile di più della metà delle morti per avvele- 
namento nel mondo. Il CO ha un’affinità per l’emoglo- 
bina circa 250 volte più elevata rispetto all’ossigeno. Di 
conseguenza, concentrazioni relativamente basse di CO 
possono causare effetti notevoli e tragici. Quando il CO 
lega l’emoglobina il complesso viene detto carbossiemo- 
globina, o COHb. 

Alcuni processi naturali producono piccole quantità di 
CO, ma alti livelli concentrati sono il frutto in genere di 
attività dell’uomo. Gli scappamenti dei motori a scoppio 
e le ciminiere delle fornaci sono fonti importanti di CO 
come sottoprodotto della combustione incompleta dei 
combustibili fossili. Solo negli Stati Uniti circa 4000 per- 
sone all'anno muoiono per avvelenamento da CO, sia ac- 
cidentalmente che intenzionalmente. Molte delle morti 
accidentali sono causate da un accumulo del gas in spazi 
chiusi, come accade quando una caldaia domestica non 
funziona bene o presenta delle perdite, rilasciando CO 
all’interno dell’abitazione. L’avvelenamento da CO può 
tuttavia avvenire anche all'aperto; è il caso di coloro che, 
senza saperlo, lavorano o giocano vicino a generatori e 
motori di vario tipo, inalandone gli scarichi. 

I livelli di monossido di carbonio nell’atmosfera sono ra- 
ramente pericolosi: oscillano tra meno di 0,05 parti per 
milione (ppm) nelle zone isolate e disabitate e 3-4 ppm 
in alcune città dell’emisfero nord. Negli Stati Uniti il li- 
mite per il CO nei luoghi di lavoro stabilito dal governo 
(Occupational Safety and Health Administration, OSHA) 
è di 50 ppm per il personale che svolge turni di otto ore. 
Dato il forte legame del CO all’emoglobina, la COHb si può 
accumulare nel tempo in persone esposte a sorgenti di CO 
costanti, anche se di basso livello. In media in un individuo 
in buona salute poco meno dell’1% dell'emoglobina totale 
è presente sotto forma di COHb. Considerando che il CO è 
un prodotto del fumo del tabacco, molti fumatori hanno 
livelli di COHb tra il 3 e 18% dell'emoglobina totale, e il 
livello può aumentare fino al 15% nei fumatori incalliti. Il 
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Come nel caso della mioglobina, ligandi diversi dall’ossi- 
geno si possono legare all’emoglobina. Un importante esem- 
pio è il monossido di carbonio, che è in grado di legarsi all’e- 
moglobina circa 250 volte più saldamente dell’ossigeno. Re- 
spirare monossido di carbonio (CO) può avere conseguenze 
tragiche per l’uomo (Box 5.1). 


Il monossido di carbonio: un assassino furtivo 


livello di COHb si assesta al 50% in persone che respirano 
aria con 570 ppm di CO per parecchie ore. Sono stati svi- 
luppati metodi affidabili per correlare il contenuto di CO 
dell’atmosfera con il livello di COHb nel sangue (Figura 1). 
Con i rilevamenti eseguiti in case galleggianti provviste 
di uno scappamento del generatore analogo a quello che 
ha causato i decessi al lago Powell, i livelli di CO raggiun- 
gevano nell'ambiente sotto il trampolino valori che anda- 
vano da 6000 a 30 000 ppm, e il livello di O) atmosferico 
diminuiva dal 21% al 12%. Sotto al trampolino il livello di 
CO registrato raggiungeva valori di 7200 ppm, quantità 
sufficiente a causare la morte in pochi minuti. 

In che modo la COHb influisce sull'uomo? Quando è 
presente a livelli minori del 10% rispetto all’emoglobina 
totale i sintomi sono raramente osservabili. Con il 15% 
di COHD gli individui accusano un leggero mal di testa. 
Tra il 20 e il 30% si ha un forte mal di testa, di solito 
accompagnato da nausea, capogiri, confusione, diso- 
rientamento e alcuni disturbi visivi; questi sintomi sono 
generalmente reversibili se viene somministrato ossi- 
geno. Se i livelli di COHb sono compresi tra il 30 e il 50% 
i sintomi neurologici diventano più marcati, e a livelli 
vicini al 50% l’individuo perde conoscenza e può cadere 
in coma. Possono seguire disfunzioni respiratorie, e in 
seguito a esposizioni prolungate, alcuni danni diventano 
irreversibili. Il decesso normalmente avviene quando il 
livello di COHb aumenta fino al 60%. Eautopsia eseguita 
sui ragazzi deceduti al lago Powell ha rilevato livelli di 
COHD del 59 e 52%. 
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Figura 1 Relazione tra il livello di COHb nel sangue e la 
concentrazione di CO nell'aria circostante. Sono mostrate quattro 
diverse condizioni di esposizione, confrontando gli effetti causati 
da brevi e prolungate esposizioni con gli effetti in individui a 
riposo e durante un esercizio fisico leggero. 

> (segue) 
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Box 5.1£ (segue) 


Il legame del CO all’emoglobina è influenzato da numerosi 
fattori, tra cui anche l'esercizio fisico (Figura 1) e la varia- 
zione della pressione dell’aria in relazione all’altitudine. A 
causa del livello basale più elevato di COHb, nei fumatori 
l'esposizione a una fonte di CO spesso causa la manifesta- 
zione dei sintomi più velocemente rispetto ai non fuma- 
tori. Individui con patologie cardiache o polmonari o con 
malattie del sangue che possono ridurre la disponibilità di 
ossigeno nei tessuti presentano sintomi a livelli più bassi di 
esposizione al CO.I feti sono a particolare rischio di avvele- 
namento da CO, perché l’emoglobina fetale ha un’affinità 
maggiore per il CO rispetto all’emoglobina dell’adulto. 
Sono stati riscontrati casi di esposizione al CO in cui i feti 
sono morti, mentre la madre si è ripresa. 

Può sorprendere il fatto che la conversione della metà 
dell'emoglobina di un individuo in COHb possa risultare 
letale; sappiamo che le persone affette da diverse forme 
di anemia riescono a vivere ragionevolmente bene con 
la metà del normale complemento di emoglobina attiva. 
Il legame del CO all’emoglobina, tuttavia, oltre a seque- 
strare proteina disponibile per il legame con l’ossigeno, 
influenza anche il legame delle rimanenti subunità di 
emoglobina con l'ossigeno. Non appena il CO si lega a una 
o due subunità del tetrametro dell'emoglobina, l'affinità 
per lO; delle restanti subunità aumenta notevolmente 
(Figura 2). Un tetramero di emoglobina con due molecole 
di CO legate, quindi, lega in modo efficace l’ossigeno nei 
polmoni, ma ne rilascia molto poco a livello dei tessuti. 
La mancanza di ossigeno nei tessuti diventa rapidamente 
grave; in aggiunta al problema, gli effetti del CO non sono 
limitati all’interferenza con la funzione dell'emoglobina. 
Il CO si lega ai gruppi eme di altre proteine e anche a 
diverse metalloproteine. Gli effetti di queste interazioni 
non sono stati ancora ben chiariti, ma potrebbero essere 
responsabili di alcuni degli effetti a lungo termine non 
letali dell’avvelenamento da CO acuto. 

Quando si sospetta un avvelenamento da CO bisogna eva- 
cuare le persone allontanandole dalla fonte di CO, ma 
questo non sempre consente una rapida ripresa. Quando 


e Illegame cooperativo di un ligando può essere descritto 
quantitativamente 

Il legame cooperativo dell’ossigeno all’emoglobina è stato 

studiato per la prima volta da Archibald Hill nel 1910. Da 

questo lavoro è derivato un approccio generale per stu- 

diare il legame cooperativo nelle proteine multimeriche. 
Per una proteina con n siti di legame, la reazione de- 

scritta dall’Equazione 5.1 diventa 


P+nL==PL, (5.12) 
e l’espressione della costante di associazione è 
K,= Pal (5.13) 
[P][LI" 
Quindi l’espressione di 0 (vedi l’Equazione 5.8) diventa 
[L]" 
ga i 5.14 
[L]" + Ka & Gra 
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Figura 2 Alcune curve di legame con l'ossigeno per l'emoglobina 
normale, l'emoglobina di un individuo anemico con solo il 50% 
dell'emoglobina totale funzionale, e l'emoglobina di un individuo 
con il 50% delle subunità di emoglobina legate al CO. È indicata la 
pO, presente nei polmoni e nei tessuti. 


un individuo viene allontanato dalla zona inquinata da 
CO e portato nell'atmosfera normale, lO, comincia a sosti- 
tuire il CO nell’emoglobina. Il livello di COHb, tuttavia, di- 
minuisce piuttosto lentamente; il tempo di dimezzamento 
è compreso tra 2 e 6,5 ore, a seconda dell’individuo e dei 
fattori ambientali. Se viene somministrato, attraverso una 
maschera, ossigeno al 100%, la quota di scambio può au- 
mentare di circa quattro volte; il tempo di dimezzamento 
per lo scambio 0;-CO può ridursi a dieci minuti se l’ossi- 
geno al 100% somministrato ha una pressione di tre atmo- 
sfere (303 kPa). È quindi decisivo il tempo di intervento di 
una squadra medica opportunamente addestrata. Sono 
sicuramente consigliati in tutte le abitazioni i rilevatori 
di CO. Si tratta di una misura semplice e poco costosa per 
evitare possibili tragedie. Una volta completata la scrit- 
tura di questo box, abbiamo immediatamente acquistato 
diversi rilevatori di CO per le nostre abitazioni. 


Risolvendo e applicando il logaritmo a entrambi i termini 
dell'equazione si ha 


6 [L]" 


(5.15) 
il 


log (i) = nlog [L] — log Ka & (5.16) 
(dove Ka = [L]"05)- 

Equazione 5.16 è l'equazione di Hill, e il grafico di 
log [0 /(1— 0@)] in funzione di log [L] è detto grafico di 
Hill. Basandosi sull’equazione, n corrisponde alla penden- 
za della funzione; la pendenza determinata sperimental- 
mente non riflette in realtà il numero di siti di legame, ma 
il grado di interazione tra loro. La pendenza in un grafico 
di Hill viene indicata con ny, il coefficiente di Hill, una 
misura del grado di cooperatività. Se ny è uguale a 1, il le- 
game del ligando non è cooperativo, una condizione che 
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Figura 5.14 Grafico di Hill per illegame dell'ossigeno alla 
mioglobina e all’emoglobina. Quando ny è uguale a 1, non vi è 
cooperatività. Il massimo grado di cooperatività nell'emoglobina 
si osserva quando ny ha un valore di circa 3. Si noti che questo 
valore indica l'esistenza di un elevato grado di cooperatività, ma 

è ugualmente inferiore al numero dei siti per l'ossigeno presenti 
nell'emoglobina. Questo è normale per una proteina che abbia un 
comportamento allosterico. 


può verificarsi in una proteina multimerica se le subunità 
che la compongono non comunicano tra loro. Se il valore 
di ny è superiore a 1, vi è invece una cooperatività nel le- 
game del ligando. Questa è la situazione osservata nell’e- 
moglobina, in cui il legame di una molecola di ossigeno fa- 
cilita il legame successivo delle altre molecole di ossigeno. 
Il limite teorico superiore per ny viene raggiunto quando 
ny = n; in questo caso il legame sarà completamente coo- 
perativo: tutti i siti di legame di una proteina legheranno 
il ligando contemporaneamente, e in queste condizioni 
non vi saranno molecole proteiche solo parzialmente sa- 
turate. In pratica è impossibile raggiungere questo limite 
e i valori misurati di ny sono sempre inferiori al numero 
dei siti di legame. 
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Un valore di ny inferiore all’unità indica una coopera- 
tività negativa, in cui il legame di una molecola di ligando 
impedisce il legame di altre. I casi di cooperatività negati- 
va ben documentati sono rari. 

Per adattare l'equazione di Hill al legame dell’ossige- 
no all’emoglobina, dobbiamo sostituire a [L] la pO; e la 
Pio a Ka: 


log (a) = nlog pO; — n log Pso (5.17) 
Nella Figura 5.14 è mostrato il grafico di Hill della mioglo- 
bina e dell'emoglobina. 


e Illegame cooperativo può essere descritto da due modelli 
Attualmente in biochimica si ha una conoscenza abbastan- 
za estesa degli stati T ed R dell'emoglobina, ma resta anco- 
ra molto da approfondire riguardo al modo in cui avvengo- 
no le transizioni T— R. Il nostro atteggiamento di fronte a 
questo problema è stato molto influenzato da due modelli 
proposti per spiegare il meccanismo del legame cooperati- 
vo di ligandi alle proteine con più siti di legame. 

Il primo modello fu proposto nel 1965 da Jacques Mo- 
nod, Jeffries Wyman e Jean-Pierre Changeux, da cui il 
nome di modello MWC o modello concertato (Figura 
5.15a). In base al modello concertato, (a) le subunità di 
una proteina che lega i ligandi in modo cooperativo sono 
funzionalmente identiche; (b) ciascuna subunità può esi- 
stere in (almeno) due conformazioni; (c) tutte le subunità 
vanno incontro simultaneamente a una transizione da una 
conformazione all’altra. Il modello concertato prevede che 
in una proteina multimerica le subunità non possano esse- 
re presenti in stati conformazionali diversi. Le due confor- 
mazioni sono in equilibrio tra loro. Il ligando può legarsi 
alle due conformazioni, ma con diversa affinità. Il legame 
delle molecole di ligando alla conformazione a bassa affi- 
nità (che è più stabile in assenza di ligando) rende più pro- 
babile la transizione nella conformazione ad alta affinità. 

Nel secondo modello, il modello sequenziale (Figura 
5.15b), proposto nel 1966 da Daniel Koshland e collabora- 
tori, il legame del ligando induce una variazione confor- 
mazionale in una singola subunità, che a sua volta induce 


Figura 5.15 Due modelli generali per 


Tutte ) Tutte l'interconversione delle forme inattiva e attiva di 
co ==> 33 so una proteina che lega un ligando con meccanismo 
CO Ò cooperativo. Anche se i due modelli possono essere 
dI applicati a qualsiasi proteina (compresi gli enzimi) 
LU] L L L L che lega i suoi ligandi in modo cooperativo (Capitolo 
se DE 2 09 © O 6), viene qui mostrata una proteina composta da 
è quattro subunità perché i modelli sono stati proposti 
originariamente per l'emoglobina. (a) Nel modello 
ER = Sil ER == vo CO L 5 DE concertato, detto anche modello “tutto o niente” 
o modello MWC, tutte le subunità hanno la stessa 
N conformazione, o tutte in forma O (inattiva, o a bassa 
CR . [n ER de L]L IGIDE LIL] affinità)oinforma (attiva, o adalta affinità). A seconda 
L sai 06) LIO L dell'equilibrio, K.y tra la forma O e la forma CI, il legame 
dI di una o più molecole di ligando (L) sposterà l'equilibrio 
verso la forma Ol. Le subunità con il ligando legato 
"=" i Le “a GO cn i i So sO rs L L sono colorate in rosa. (b) Nel modello sequenziale ogni 
subunità può assumere sia la forma O, sia la forma 
(a) (b) 


Sono quindi possibili molte conformazioni diverse. 
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una variazione simile in una subunità adiacente, rendendo 
più probabile il legame di una seconda molecola di ligando. 
Questo modello prevede l’esistenza di più stati intermedi 
rispetto al modello concertato. I due modelli non si esclu- 
dono a vicenda. Il modello concertato può essere conside- 
rato come un caso limite (“tutto o niente”) del modello se- 
quenziale. Nel Capitolo 6 utilizzeremo questi due modelli 
nella descrizione dei meccanismi degli enzimi allosterici. 


e L'emoglobina trasporta anche H* e C0, 

Oltre a trasportare quasi tutto l'ossigeno necessario alle 
cellule dai polmoni ai tessuti, l’emoglobina trasporta an- 
che due prodotti finali della respirazione cellulare, H* 
e CO;, dai tessuti ai polmoni e ai reni, dove sono escre- 
ti. La CO», prodotta nei mitocondri dall’ossidazione del- 
le sostanze organiche nutrienti, viene idratata in forma 
di bicarbonato: 


CO; + H,0 => H* + HCO; 


Questa reazione è catalizzata dall’anidrasi carbonica, un 
enzima particolarmente abbondante negli eritrociti. L’a- 
nidride carbonica non è molto solubile in acqua, pertan- 
to nei tessuti e nel sangue si potrebbero formare bollicine 
di questo gas se esso non venisse rapidamente convertito 
in bicarbonato. Come si può osservare dalla reazione chi- 
mica, l’idratazione della CO, determina un aumento della 
concentrazione di ioni H* (una diminuzione del pH) nei 
tessuti. Il legame dell’ossigeno all’emoglobina è profonda- 
mente influenzato dal pH e dalla concentrazione di CO;; 
la conversione in bicarbonato diventa quindi un processo 
molto importante per la regolazione del legame dell’ossi- 
geno e del rilascio nel sangue. 

Lemoglobina trasporta ai polmoni e ai reni circa il 40% 
degli ioni H* totali e il 15-20% della CO, formata dai tes- 
suti. (Gli ioni H* rimanenti vengono assorbiti dal tampo- 
ne bicarbonato del plasma, mentre la CO; restante viene 
trasportata sotto forma di HCO; e CO; disciolta.) Il lega- 
me di H* e di CO; all’emoglobina è inversamente propor- 
zionale al legame dell’ossigeno. Nelle condizioni di pH re- 
lativamente basso e di elevata concentrazione di CO, pre- 
senti nei tessuti periferici, l’affinità dell'emoglobina per 
l'ossigeno diminuisce man mano che H° e CO, si legano 
e O, è rilasciato nei tessuti. Al contrario, nei capillari dei 
polmoni la CO, viene eliminata e si ha un incremento del 
pH del sangue; l'affinità dell'emoglobina per l'ossigeno au- 
menta e la proteina può legare più ossigeno da trasporta- 
re ai tessuti periferici. Questo effetto del pH e della con- 
centrazione di CO; sul legame e sul rilascio dell’ossigeno 
dall’emoglobina è detto effetto Bohr, dal nome del fisio- 
logo danese Christian Bohr (padre del fisico Niels Bohr) 
che lo scoprì nel 1904. 

Lequilibrio della reazione dell'emoglobina con lO; può 
essere rappresentato dalla reazione 


Hb + (05 I HbO, 
che però non è sufficientemente precisa. Per spiegare l’ef- 
fetto della concentrazione degli H* sull’equilibrio del- 


la reazione, è meglio riscrivere la reazione nel modo se- 
guente: 


HHb® + (05 =—==è HbO, + H* 
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pO: (kPa) 


Figura 5.16 Effetto del pH sul legame dell'ossigeno 
all’emoglobina. Il pH del sangue nei polmoni è 7,6, mentre nei 
tessuti scende a 7,2. Le misure sperimentali di legame dell'ossigeno 
all'emoglobina sono spesso effettuate a pH 7,4. 


dove HHb® è la forma protonata dell’emoglobina. Scritta 
in questa forma, l'equazione dimostra che la curva di sa- 
turazione dell'emoglobina è influenzata dalla concentra- 
zione degli H* (Figura 5.16). PO; e l’H* si legano all’emo- 
globina, ma con affinità opposte: quando la concentrazio- 
ne dell'O; è elevata, come nei polmoni, l’emoglobina lega 
l'ossigeno e rilascia i protoni; quando invece la concentra- 
zione dell’ossigeno è bassa, come nei tessuti periferici, l’e- 
moglobina lega ’H* e rilascia l’O;. 

Protoni e ossigeno non si legano allo stesso sito sull’e- 
moglobina. L’ossigeno si lega agli ioni ferrosi dei gruppi 
eme, mentre lo ione H* può legarsi alle catene laterali di 
diversi residui amminoacidici della proteina. Il principale 
contributo all’effetto Bohr è dato dall’His!!° (His HC3) del- 
le subunità B. Quando sono protonati, questi residui for- 
mano una coppia ionica con l’Asp?* (Asp FG1) che stabiliz- 
za ulteriormente la deossiemoglobina nello stato T (vedi 
la Figura 5.9). La formazione della coppia ionica stabiliz- 
za la forma protonata di His HC3, che viene ad assumere 
nello stato T un valore di pK, molto elevato. Nello stato R 
il valore di pK, ritorna normale (6,0) in quanto non si può 
formare la coppia ionica e questo residuo si trova in gran 
parte nella forma non protonata nell’emoglobina ossige- 
nata a pH 76, cioè al pH dei polmoni. Appena la concen- 
trazione di ioni H* tende ad aumentare, la conseguente 
protonazione dell’His HC3 favorisce il rilascio di ossigeno 
e la transizione nello stato T. La protonazione dei residui 
amminoterminali delle subunità a, di qualche altro resi- 
duo di His o forse di altri gruppi funzionali ha un effetto 
simile a quello descritto. 

Le quattro catene polipeptidiche dell'emoglobina pos- 
sono comunicare le une alle altre non solo l’avvenuto lega- 
me dell’ossigeno ai loro gruppi eme, ma anche il legame di 
ioni H* a specifici residui amminoacidici. Ma c'è dell’altro. 
Pemoglobina lega anche la CO; in maniera inversamente 
proporzionale al legame dell’ossigeno. L'anidride carbonica 
si lega sotto forma di carbammato al gruppo a-amminico 
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dell’estremità amminoterminale di ciascuna catena globi- 
nica; si genera in questo modo carbamminoemoglobina: 


H* Oo° H H 
I 
peg > PT 
(0) R_ O O R_O 
Residuo Residuo 
amminoterminale carbamminoterminale 


Questa reazione produce ioni H* e contribuisce a determi- 
nare l’effetto Bohr. I carbammati che si formano sull’emo- 
globina generano ponti salini (non mostrati nella Figura 
5.9), che stabilizzano ulteriormente lo stato T e favorisco- 
no il rilascio di ossigeno. 

Quando la concentrazione di anidride carbonica è al- 
ta, come nei tessuti periferici, alcune molecole di anidri- 
de carbonica si legano all’emoglobina, diminuendone l’af- 
finità per l'ossigeno e determinando il suo rilascio. Vice- 
versa, quando l’emoglobina raggiunge i polmoni, l'elevata 
concentrazione di ossigeno determina il legame dell’O, e il 
distacco della CO;. Questa capacità delle catene polipep- 
tidiche dell’emoglobina di trasmettersi a vicenda le infor- 
mazioni sul legame dell’ossigeno rende l’intera molecola 
particolarmente adatta al trasporto integrato di O;, CO; e 
ioni H* da parte degli eritrociti. 


e Illegamedell’ossigeno all'emoglobina è regolato 

dal 2,3-bisfosfoglicerato 
Linterazione del 2,3-bisfosfoglicerato (BPG) con le mole- 
cole di emoglobina regola ulteriormente la funzione dell’e- 
moglobina e fornisce un chiaro esempio di modulazione 
allosterica eterotropica. 


là 0 
0 VP 
H-C-H 65 

(0) 
—O_P=0 

o- 


2,3-Bisfosfoglicerato 


Il BPG è presente in concentrazioni relativamente eleva- 
te negli eritrociti. emoglobina purificata contiene una 
quantità notevole di BPG, che è difficile da rimuovere 
completamente. Infatti le curve di saturazione finora pre- 
se in esame sono state ottenute con emoglobina conte- 
nente BPG. Il 2,3-bisfosfoglicerato riduce fortemente l’af- 
finità dell'emoglobina per l'ossigeno; c'è quindi una rela- 
zione inversa tra il legame dell’O; e quello del BPG. Pos- 
siamo quindi scrivere un’altra reazione di legame dell’os- 
sigeno all’emoglobina: 


Il BPG si lega in un sito distante da quello dell’ossigeno e 
regola l'affinità del legame dell'O; all’emoglobina in rela- 
zione alla pO; nei polmoni. Il BPG svolge una funzione im- 
portante nell'adattamento fisiologico alla bassa pO» che si 
riscontra per esempio a quote elevate. A livello del mare, 
in un soggetto sano il legame dell’ossigeno all’emoglobina 


CAPITOLO 5 
La funzione delle proteine 


pO; nei pO; nei 
pO:; nei polmoni polmoni 
tessuti (4500 m) (a livello del mare) 
Ù | | 


1,0 


9 0,5 
BPG = 5 mm a livello del mare 
BPG = 8 mMad altitudini elevate 
(4500 m) 
0 I I 
4 8 12 16 


pO» (kPa) 


Figura 5.17 Effetto del BPG sul legame dell'ossigeno 
all’emoglobina. La concentrazione del BPG nel sangue dei 

soggetti adulti sani è di circa 5 mma livello del mare e di circa 8 mm 
in altitudine. Si noti che l'emoglobina si lega all'ossigeno molto 
saldamente quando il BPG è totalmente assente, e la curva di legame 
assume un andamento quasi iperbolico. In realtà il coefficiente di 
Hill per il legame dell'O, diminuisce solo di poco (da 3 a circa 2,5) 

in seguito alla rimozione del BPG dall'emoglobina; si osserva un 
andamento sigmoide della curva in quanto la sua parte ascendente 
è confinata in una piccolissima regione in prossimità dell'origine. 

A livello del mare, l'emoglobina è saturata quasi per il 100% 
dall'ossigeno nei polmoni, ma solo per il 60% nei tessuti, quindi la 
quantità di ossigeno rilasciato nei tessuti è di circa il 38% rispetto 

al massimo che può essere trasportato dal sangue. In altitudine, la 
cessione dell'ossigeno diminuisce di circa un quarto e raggiunge 
solo il 30% del massimo. Ma l'aumento della concentrazione del BPG 
diminuisce l'affinità dell'emoglobina per l'O, e quindi la quantità di 
ossigeno rilasciato nei tessuti in queste condizioni è di circa il 37% 
rispetto al massimo che può essere trasportato dal sangue. 


è regolato in modo che l’O, trasferito ai tessuti sia circa il 
40% della quantità totale di gas che il sangue può traspor- 
tare (Figura 5.17). 

Se una persona viene portata rapidamente su una 
montagna a 4500 m di altezza, dove la pressione di os- 
sigeno è molto più bassa, il trasferimento di ossigeno ai 
tessuti si riduce. Alcune ore più tardi la concentrazione 
di BPG nel sangue della persona in questione comincia 
ad aumentare, generando una diminuzione dell’affinità 
dell'emoglobina per l'ossigeno. Questa variazione nei li- 
velli di BPG provoca solo un piccolo effetto sul legame 
dell’ossigeno a livello dei polmoni, ma ha un effetto mol- 
to evidente sul rilascio dell’O, a livello dei tessuti perife- 
rici. Il trasferimento di ossigeno ai tessuti torna a essere 
circa il 40% della quantità totale di gas che il sangue può 
trasportare. L’inverso avviene quando la persona ritorna 
a livello del mare. La concentrazione di BPG negli eritro- 
citi aumenta anche nei soggetti che soffrono di ipossia, 
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(b) 


Figura 5.18 Legame del BPG alla deossiemoglobina. 

(a) Il legame del BPG stabilizza lo stato T della deossiemoglobina 
(PDB ID 1B86). Le cariche negative del BPG interagiscono con diversi 
gruppi carichi positivamente (mostrati in blu nell'immagine della 
superficie della proteina) che circondano la tasca centrale tra le due 
subunità f nello stato T. (b) La tasca di legame del BPG scompare in 
seguito a ossigenazione, per effetto della transizione allo stato R (PDB 
ID 1BBB). (Si confronti con la Figura 5.10.) 


dovuta a una minore ossigenazione dei tessuti periferi- 
ci per effetto di un cattivo funzionamento dei polmoni 0 
del sistema circolatorio. 

Il BPG si lega all’emoglobina nella cavità tra le sub- 
unità ft nello stato T (Figura 5.18). Questa cavità è rive- 
stita da amminoacidi carichi positivamente che intera- 
giscono con i gruppi carichi negativamente del BPG. Al 
contrario dell’ossigeno, una sola molecola di BPG si lega 
a ogni tetramero di emoglobina. Il BPG abbassa l’affini- 
tà dell'emoglobina per l'ossigeno e stabilizza lo stato T; 
la transizione allo stato R restringe la tasca in cui si va a 
legare il BPG, impedendogli qualsiasi interazione. In as- 
senza di BPG l’emoglobina viene convertita più facilmen- 
te nello stato R. 

La regolazione del legame dell’ossigeno all’emoglobi- 
na operata dal BPG ha una funzione essenziale nello svi- 
luppo fetale. Dato che il feto deve ottenere l’ossigeno dal 
sangue materno, l’emoglobina fetale deve avere un’affinità 
per lO; superiore a quella dell'emoglobina materna. Nei 
feti, anziché subunità } sono prodotte subunità Yy, e si for- 
ma emoglobina con una composizione in subunità @,Y2. 
Questo tetramero, chiamato emoglobina fetale (HbF), ha 
un’affinità molto bassa per il BPG e di conseguenza un’al- 
ta affinità per l'ossigeno. & Oxygen-Binding Proteins — Hemoglobin 
Is Susceptible to Allosteric Regulation 
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e L’anemiaa cellule falciformi è una malattia delle molecole 
emoglobiniche 


Lanemia a cellule falciformi, una malattia eredi- 
taria dell’uomo, dimostra la grande importanza 

della sequenza amminoacidica nella determina- 
zione delle strutture secondaria, terziaria e quaternaria 
delle proteine globulari, e quindi anche delle loro funzio- 
ni biologiche. Sono note almeno 500 varianti genetiche 
dell'emoglobina umana, tutte molto rare a eccezione di 
qualche forma particolare. La maggior parte delle varian- 
ti è costituita da molecole emoglobiniche che differiscono 
per un solo residuo amminoacidico. Gli effetti sulla strut- 
tura e sulla funzione dell’emoglobina spesso sono trascu- 
rabili, ma qualche volta possono invece avere notevoli con- 
seguenze. Ciascuna variante emoglobinica è il prodotto di 
un gene alterato, chiamato allele. Poiché l’uomo general- 
mente possiede due copie di ciascun gene, ogni soggetto 
può avere due copie di un allele (ed essere quindi omozi- 
gote per quel gene), oppure una copia di ciascuno dei due 
alleli differenti (uno normale e uno no, ed essere quindi 
eterozigote). 

Questo tipo di anemia colpisce quei soggetti che ere- 
ditano l’allele dell'emoglobina a cellule falciformi da en- 
trambi i genitori. Il numero degli eritrociti diminuisce e 
anche la loro forma risulta alterata. Oltre a un numero 
più elevato di cellule immature, il sangue di questi sogget- 
ti contiene eritrociti allungati, sottili, a forma di falce (Fi- 
gura 5.19). Se l’emoglobina estratta dalle cellule falcifor- 
mi (chiamata emoglobina S) viene deossigenata, diventa 
insolubile e forma polimeri che si aggregano in fibre tubu- 
lari (Figura 5.20). emoglobina normale (emoglobina A) 
rimane invece solubile anche dopo la deossigenazione. Le 
fibre insolubili dell'emoglobina S deossigenata causano la 
deformazione a falce degli eritrociti. La quantità di cellu- 
le a forma di falce aumenta rapidamente man mano che 
il sangue viene deossigenato. 

Le proprietà peculiari dell'emoglobina S sono il risulta- 
to di una singola sostituzione amminoacidica, un residuo 


le 
(a) Zan (b) 
Figura 5.19 Confronto tra un'immagine (a) di eritrociti normali, 

a forma di dischi biconcavi, e un'immagine (b) di eritrociti tipici 
dell'anemia a cellule falciformi, che assumono forme diverse (normali, 
spinose, falciformi). 
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Figura 5.20 Emoglobina normale e delle cellule falciformi. 

(a) Le piccole differenze tra le conformazioni dell'emoglobina A e 
dell'emoglobina delle cellule falciformi sono dovute alla sostituzione 
di un singolo amminoacido nelle catene ft}. (b) Per effetto di questa 
piccola variazione nella conformazione la deossiemoglobina S si 
trova ad avere una zona idrofobica sulla superficie della molecola, 
che causa un'aggregazione delle molecole di emoglobina S; queste si 
dispongono in filamenti e formano fibre insolubili. 


di Val al posto di un residuo di Glu in posizione 6 nelle due 
catene p. Il gruppo R della valina non possiede cariche elet- 
triche, mentre il glutammato possiede una carica negativa 
a pH 74. Quindi l’emoglobina S ha due cariche negative in 
meno rispetto all’emoglobina A (una per ogni catena B). La 
sostituzione di un residuo di Glu con un residuo di Val crea 
un punto di contatto idrofobico “appiccicoso” nella posi- 
zione 6 della catena f, che si trova sulla superficie esterna 
della molecola. Queste zone appiccicose fanno sì che le mo- 
lecole di deossiemoglobina S si associno in modo anoma- 
lo l'una con l’altra, formando aggregati di fibre allungati ti- 
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pici della malattia. & Oxygen-Binding Proteins — Defects in Hb Lead to 
Serious Genetic Disease 

Fanemia falciforme, come si è già detto, colpisce gli in- 
dividui omozigoti per l’allele dell’anemia a cellule falcifor- 
mi del gene che codifica la subunità } dell'emoglobina. I 
soggetti portatori dell’allele ricevuto da un solo genitore, 
cioè gli eterozigoti, vengono colpiti da una forma blanda 
della malattia chiamata tratto dell’anemia falciforme; solo 
11% dei loro eritrociti diventa falciforme durante la deos- 
sigenazione. Questi soggetti conducono una vita perfetta- 
mente normale, ma devono evitare sforzi muscolari vio- 
lenti e altre condizioni di stress sul sistema circolatorio. 

L’anemia a cellule falciformi è una malattia grave e do- 
lorosa. I soggetti colpiti vanno incontro a crisi ripetute a se- 
guito di ogni sforzo fisico. Essi soffrono di debolezza, stati 
confusionali, respiro corto, problemi cardiaci e tachicar- 
dia. Il contenuto di emoglobina è circa la metà del valore 
normale, che è intorno a 15-16 g/100 mL, perché le cellu- 
le falciformi sono fragili e si rompono facilmente; il risul- 
tato è una condizione di anemia (“mancanza di sangue”). 
Una conseguenza ancora più grave è il blocco del flusso 
sanguigno nei capillari intasati dalle cellule a forma di fal- 
ce, che provoca un forte dolore e altera le funzioni dell’or- 
gano colpito. È questa la causa principale della morte pre- 
matura delle persone colpite. 

Se non vengono trattati, i soggetti colpiti in genere 
muoiono durante l’infanzia. La frequenza dell’allele per 
l’anemia falciforme è particolarmente elevata in alcune 
zone dell’Africa. Studi sulla diffusione della malattia han- 
no evidenziato che negli individui eterozigoti l’allele con- 
ferisce una certa resistenza verso forme di malaria anche 
letali. Quindi la selezione naturale ha portato alla diffu- 
sione di una popolazione allelica in cui esiste un bilancia- 
mento tra gli effetti deleteri della condizione omozigoti- 
ca e la resistenza alla malaria dovuta alla condizione ete- 
rozigotica. O 


SOMMARIO 5.1 
Legame reversibile di una proteina con un 
ligando: le proteine che legano l'ossigeno 

e La funzione delle proteine comporta spesso l’interazio- 
ne con altre molecole. Una molecola che si lega a una 
proteina viene chiamata ligando, e il sito a cui si lega 
viene detto sito di legame. Quando il ligando si lega a 
una proteina, quest’ultima va incontro a modificazioni 
conformazionali, in un processo chiamato adattamen- 
to indotto. In una proteina multimerica il legame del 
ligando a una subunità può influenzarne il legame alle 
altre subunità. Il legame del ligando è un processo re- 
golato. 

® La mioglobina contiene un gruppo prostetico eme, in 
grado di legare l'ossigeno. L’eme è costituito da uno 
ione Fe°* coordinato con la porfirina. Il legame dell’os- 
sigeno alla mioglobina è reversibile; questo legame può 
essere descritto semplicemente dalla costante di asso- 
ciazione K, o dalla costante di dissociazione Ki. Per le 
proteine monomeriche come la mioglobina, il numero 
di siti di legame occupati dal ligando in funzione della 
concentrazione del ligando stesso è rappresentato da 
una curva iperbolica. 


181 


CAPITOLO 5 
182 La funzione delle proteine 


e Lemoglobina normale dell’adulto è costituita da quat- 
tro subunità, ciascuna con un gruppo eme. Le due sub- 
unità a e le due subunità B hanno una struttura simile 
tra loro e anche a quella della mioglobina. Lemoglobi- 
na è presente in due stati strutturali diversi, T ed R. Lo 
stato T è più stabile quando l’O; non è legato alla pro- 
teina. Il legame dell’ossigeno favorisce la transizione 
dallo stato T allo stato R. 

e Il legame dell’ossigeno all’emoglobina è allosterico e 
cooperativo. Il legame dell’ossigeno a un sito di legame 
induce modificazioni conformazionali a carico degli 
altri siti di legame dell’emoglobina, un esempio di com- 
portamento allosterico. Le modificazioni conformazio- 
nali tra lo stato T e lo stato R, mediate dalle interazio- 
ni tra le subunità, determinano il legame cooperativo; 
questo tipo di legame è rappresentato da una curva sig- 
moide e può essere analizzato con il grafico di Hill. 

® Per spiegare il legame cooperativo dei ligandi alle pro- 
teine multimeriche sono stati proposti due modelli: il 
modello concertato e quello sequenziale. 

* Il legame di ioni H* e CO; all’emoglobina ha come ri- 
sultato la formazione di coppie ioniche che stabilizza- 
no lo stato T e riducono l’affinità per l’ossigeno (effetto 
Bohr). Il legame dell’ossigeno all’emoglobina è regola- 
to anche dal 2,3-bisfosfoglicerato, che lega e stabilizza 
lo stato T. 

e anemia a cellule falciformi è una malattia genetica 
causata dalla sostituzione di un solo residuo amminoa- 
cidico (Val° al posto di Glu®) in ciascuna delle catene B 
dell'emoglobina. La modificazione crea un punto di 
contatto “appiccicoso” idrofobico sulla superficie dell’e- 
moglobina che consente alle molecole di associarsi in 
fasci di fibre. Questa condizione di omozigosi causa 
serie complicazioni cliniche. 


Interazioni complementari tra proteine 
e ligandi: il sistema immunitario 
e le immunoglobuline 


Anche se la conformazione delle proteine che legano l’os- 
sigeno si modifica in seguito al legame di piccole moleco- 
le (0; 0 CO) al gruppo eme, la maggior parte delle intera- 
zioni proteina-ligando non interessa il gruppo prostetico. 
Il sito di legame per il ligando è invece nella maggioranza 
dei casi simile al sito dell'emoglobina per il BPG, cioè una 
fessura della proteina delimitata da residui amminoacidi- 
ci disposti in modo da generare un'interazione altamente 
specifica. La discriminazione tra i ligandi è una norma per 
i siti di legame, anche quando le differenze strutturali tra 
i ligandi sono minime. 

Tutti i vertebrati hanno un sistema immunitario in gra- 
do di distinguere le molecole “proprie” da quelle “estra- 
nee” e quindi di distruggere ciò che viene identificato co- 
me estraneo. In tal modo il sistema immunitario elimina 
virus, batteri e altri patogeni, oltre alle molecole che costi- 
tuiscono una minaccia per l'organismo. A livello fisiologico 
la risposta del sistema immunitario richiede l’intervento 
di tutta una serie di interazioni coordinate tra molte clas- 
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si di molecole, proteine e tipi cellulari. A livello delle sin- 
gole proteine, la risposta immunitaria dimostra come un 
sistema biochimico sensibile e specifico si basi su intera- 
zioni reversibili tra proteine e ligandi. 


e Larisposta immunitaria utilizza una serie di cellule 

e proteine specializzate 
Alla risposta immunitaria contribuiscono vari tipi di leu- 
cociti (i globuli bianchi del sangue), tra cui i macrofagi 
e i linfociti, che derivano tutti da cellule staminali indif- 
ferenziate presenti nel midollo osseo. I leucociti possono 
abbandonare il flusso sanguigno e proteggere i tessuti, in 
quanto ogni cellula è capace di produrre una o più pro- 
teine che riconoscono e legano le molecole che segnala- 
no le infezioni. 

La risposta immunitaria viene prodotta da due sistemi 
complementari, cioè i sistemi immunitari umorale e cellu- 
lare. Il sistema immunitario umorale (dal latino humor, 
“fluido”) è diretto contro le infezioni batteriche e i virus 
extracellulari (quelli presenti nei fluidi corporei), ma può 
rispondere anche a singole proteine introdotte nell’orga- 
nismo. Il sistema immunitario cellulare distrugge le cel- 
lule dell’organismo infettate dai virus, come anche alcuni 
parassiti e tessuti estranei. 

La risposta immunitaria umorale è mediata da protei- 
ne solubili dette anticorpi o immunoglobuline, abbreviate 
con Ig. Le immunoglobuline legano batteri, virus o moleco- 
le molto grandi identificate come estranee e li portano alla 
distruzione. Esse rappresentano circa il 20% delle proteine 
del sangue e sono prodotte dai linfociti B o cellule B, co- 
sì chiamati perché completano il loro differenziamento nel 
midollo osseo (bone marrow). 

Tra i principali componenti della risposta immunita- 
ria cellulare vi sono i linfociti T o cellule T (così chiama- 
ti in quanto l’ultima fase del loro differenziamento avvie- 
ne nel timo), note come cellule T citotossiche (cellule 
Tco cellule T killer). Il riconoscimento di cellule infetta- 
te o di parassiti avviene attraverso proteine dette recetto- 
ri delle cellule T presenti sulla superficie dei linfociti Tc. 
I recettori sono proteine, di solito localizzate sulla su- 
perficie della cellula, che si estendono verso l’interno at- 
traversando la membrana plasmatica. Essi riconoscono e 
legano ligandi extracellulari, provocando modificazioni 
all’interno della cellula. 

Oltre ai linfociti T citotossici, vi sono anche le cellule T 
helper (cellule Ty, cellule T “ausiliarie”), la cui funzione 
è di produrre segnali proteici solubili, le citochine, di cui 
fanno parte le interleuchine. Le cellule Ty interagiscono 
coni macrofagi. Esse partecipano in modo indiretto alla 
distruzione delle cellule infettate e degli agenti patogeni, 
stimolando la proliferazione selettiva di quelle cellule T, 
e B che si legano a un particolare antigene. Questo proces- 
so, chiamato selezione clonale, aumenta il numero delle 
cellule del sistema immunitario in grado di rispondere a un 
particolare agente patogeno. Fimportanza delle cellule Ty 
è dimostrata dall’epidemia dovuta al virus HIV (virus 
dell’immunodeficienza umana), che causa AIDS (sindro- 
me da immunodeficienza acquisita). Il bersaglio principale 
dell’infezione da HIV sono le cellule Ty. Leliminazione di 
tali cellule inattiva progressivamente l’intero sistema im- 
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BM Tabella 5.2 Alcuni tipi di leucociti associati al sistema 
immunitario 


Tipo cellulare Funzione 


Macrofagi Ingeriscono grandi particelle 


e cellule per fagocitosi 
Linfociti B (cellule B) 


Linfociti T (cellule T) 
Cellule T citotossiche 
(cellule Tc, cellule killer) 


Producono e secernono anticorpi 


Interagiscono con le cellule 
dell'organismo infettate mediante 
recettori presenti sulla loro 
superficie 


Cellule T helper (Ty) Interagiscono coni macrofagi e 


secernono citochine (interleuchine), 
che inducono le cellule Tc, Tg e B 
a proliferare 


munitario. La Tabella 5.2 riassume le funzioni dei vari ti- 
pi di leucociti del sistema immunitario. 

Ogni proteina di riconoscimento del sistema immuni- 
tario, che sia un anticorpo prodotto da cellule B o un re- 
cettore sulla superficie di cellule T, lega in modo specifi- 
co una particolare struttura, distinguendola da tutte le al- 
tre. Puomo è in grado di produrre 108 tipi di anticorpi di- 
versi, con distinte capacità e proprietà di legame. Da que- 
sta straordinaria diversità dipende la possibilità che ven- 
ga riconosciuta qualsiasi struttura presente sulla superfi- 
cie di un virus o di una cellula invasiva e che poi sia legata 
da uno o più anticorpi. La diversità anticorpale deriva da 
riorganizzazioni casuali di un gruppo di segmenti nei geni 
delle immunoglobuline attraverso meccanismi di ricombi- 
nazione genetica che saranno trattati nel Capitolo 25 (ve- 
di la Figura 25.42). 

Alcune proprietà delle interazioni tra gli anticorpi o i re- 
cettori delle cellule T e le molecole che essi devono legare 
sono caratteristiche del sistema immunitario e per descri- 
verle vengono usati termini ad hoc. Qualsiasi molecola, 0 pa- 
togeno, capace di indurre una risposta immunitaria è detta 
antigene. Un antigene può essere un virus, una parete cel- 
lulare batterica, una singola proteina o un’altra macromo- 
lecola. Un antigene con una struttura complessa può essere 
legato da un certo numero di anticorpi diversi. Un singolo 
anticorpo o un singolo recettore delle cellule T riconoscono 
solo una particolare struttura all’interno dell’antigene, che 
viene detta determinante antigenico o epitopo. 

Potrebbe essere improduttivo per il sistema immu- 
nitario rispondere a piccole molecole, cioè a intermedi 
comuni o a prodotti del metabolismo cellulare. Le mole- 
cole con M, < 5000 non sono, in genere, antigeniche. A 
ogni modo, le piccole molecole possono essere unite co- 
valentemente in laboratorio ad altre più grandi, e in que- 
sta forma esse acquistano la proprietà di indurre una ri- 
sposta immunitaria. Queste piccole molecole sono dette 
apteni. Gli anticorpi prodotti in risposta a un aptene le- 
gato a una proteina si possono legare alla stessa moleco- 
la di aptene anche quando è in forma libera. Questi an- 
ticorpi sono spesso usati per sviluppare test analitici, de- 
scritti più avanti in questo capitolo, oppure come ligan- 
do specifico in cromatografia per affinità (vedi la Figu- 
ra 3.18c). Passiamo ora a una descrizione più dettagliata 
degli anticorpi e delle loro proprietà di legame. 


CAPITOLO 5 


La funzione delle proteine 


e Glianticorpi hanno due siti identici per il legame 
dell’antigene 

Le immunoglobuline G (IgG) costituiscono la classe prin- 
cipale di molecole anticorpali e sono le proteine più abbon- 
danti nel siero. Le IgG hanno quattro catene polipeptidi- 
che: due di grandi dimensioni, dette catene pesanti, e due 
di piccole dimensioni, dette catene leggere, unite da legami 
non covalenti e ponti disolfuro in un complesso con M, pa- 
ri a 150 000. Le catene pesanti di una molecola di IgG inter- 
agiscono tra loro a un’estremità, poi si dividono e interagi- 
scono separatamente con le due catene leggere, formando 
una molecola che viene così ad assumere una forma simile 
a una Y (Figura 5.21). A livello delle “cerniere”, dove inizia la 
divaricazione a Y, l’immunoglobulina può essere scissa dal- 
le proteasi. La digestione con papaina genera il frammento 
basale Fc, così chiamato in quanto è facile da cristallizzare, 
e due ramificazioni, dette invece Fab, cioè frammenti che 
legano l’antigene. Ogni ramificazione ha un singolo sito di 
legame per l’antigene. 

La struttura delle immunoglobuline è stata identificata 
da Gerald Edelman e Rodney Porter. Ogni catena polipep- 
tidica è costituita da numerosi domini; alcuni mantengono 
costanti la struttura e la sequenza nel passare da una mo- 
lecola di IgG a un’altra, altri invece sono variabili. I domini 
costanti hanno una struttura caratteristica nota come ri- 
piegamento immunoglobulinico, un motivo strutturale 
ben conosciuto della classe tutto B (Capitolo 4). Ogni ca- 
tena pesante contiene tre di questi domini costanti, men- 
tre la catena leggera ne contiene uno solo. In ogni catena è 
anche presente un dominio variabile, che è alla base della 
maggior parte della variabilità nella sequenza amminoaci- 
dica. I domini variabili si associano per formare il sito che 
lega l’antigene (Figure 5.21) in modo da permettere la for- 
mazione del complesso antigene-anticorpo (Figura 5.22). 

In molti vertebrati l’IgG è una delle cinque classi di im- 
munoglobuline che circolano all’interno dell’organismo. 
Ogni classe ha un caratteristico tipo di catena pesante, in- 
dicato con le lettere greche a, è, €, y € 4, rispettivamen- 
te presente nelle immunoglobuline IgA, IgD, IgE, IgG e 
IgM. In tutte le classi di immunoglobuline ci sono due ti- 
pi di catene leggere, x e \. La struttura complessiva delle 
IgD e delle IgE è simile a quella delle IgG. Le IgM posso- 
no essere legate alla membrana in una forma monomeri- 
ca, oppure vengono secrete in forma di pentamero unito 
da molti legami trasversali (Figura 5.23). Le IgA, presenti 
principalmente nelle secrezioni come la saliva, le lacrime 
e il latte, possono essere monomeriche, dimeriche o tri- 
meriche. Le IgM sono la prima forma di anticorpo prodot- 
ta dai linfociti B e il principale anticorpo della fase preco- 
ce della risposta immunitaria primaria. Alcune cellule B 
iniziano precocemente a produrre le IgD (con un sito an- 
tigenico identico a quello delle IgM prodotte dalla stessa 
cellula), ma la funzione specifica di queste proteine non è 
stata ancora chiarita. 

Le IgG descritte in precedenza sono i principali anti- 
corpi della risposta immunitaria secondaria, che ha ini- 
zio per opera delle cellule B della memoria. Esse sono le 
immunoglobuline più abbondanti nel sangue e rappre- 
sentano per un organismo parte dell’immunità acquisi- 
ta nei confronti di un antigene già incontrato e trattato. 
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di legame di legame 
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C = dominio costante 
V = dominio variabile 


H, L = catena pesante, catena leggera 


(b) 


(a) 


Figura 5.21 Struttura dell’immunoglobulina G. (a) Una coppia 
di catene pesanti si combina con due catene leggere, formando 
una molecola simile a una Y. | due siti antigenici sono costituiti dai 
siti variabili di una catena leggera (V,) e di una catena pesante (Vy). 
La proteolisi con papaina separa i frammenti Fab e Fc rompendo la 
molecola a livello dei punti di flessione, che funzionano da cerniera. 
La porzione Fc contiene anche carboidrati legati [mostrati in (b)]. 


Quando una IgG si lega a un virus o a un batterio, non 
attiva soltanto alcuni tipi di leucociti come i macrofagi, 
che ingeriscono e distruggono l’invasore, ma anche altri 
componenti della risposta immunitaria. Un’altra classe 
di recettori sulla superficie dei macrofagi riconosce e le- 
ga la porzione Fc di una IgG. Quando questo recettore le- 
ga una IgG unita a un patogeno, il macrofago ingerisce il 
complesso per fagocitosi (Figura 5.24). 


Antigene 


Anticorpo Complesso 


antigene-anticorpo 


Figura 5.22 Legame di una IgG a un antigene. Per ottenere un 
adattamento ottimale con l'antigene, i siti di legame delle IgG spesso 
subiscono piccoli cambiamenti conformazionali. Questo adattamento 
indotto avviene comunemente in molte interazioni proteina-ligando. 
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(b) Modello a nastro della prima molecola completa di IgG che è 

stata cristallizzata e completamente analizzata (PDB ID 1IGT). Anche 
se la molecola contiene due catene pesanti uguali (in blu) e due 
catene leggere uguali (in rosso), cristallizza nella forma asimmetrica 
mostrata. La flessibilità conformazionale può essere importante per la 
funzione delle immunoglobuline. 


Catene 
pesanti | 


Catene 
leggere 


Figura 5.23 Il pentamero di unità immunoglobuliniche tipico 
delle IgM. Il pentamero contiene molti ponti disolfuro trasversali 

(in giallo). La catena J è un polipeptide con M, pari a 20 000 presente 
anche nelle IgA e nelle IgM. 


© 978-88-08-26148-9 


_ Regione Fc dell’IgG 
Recettore 
dell’Fc 


Virus rivestito dalle IgG 


Macrofago 


fagocitosi 


Figura 5.24 Fagocitosi di un virus legato agli anticorpi da parte 
di un macrofago. Le regioni Fc degli anticorpi legati al virus si legano 
al recettore dell'Fc sulla superficie del macrofago, stimolando il 
macrofago a inglobare e distruggere il virus. 


Le IgE hanno ruoli importanti nella risposta al- 
b4 lergica, interagendo con i basofili (leucociti fago- 

citici) nel sangue e con le cellule che secernono 
istamina, dette mastociti, largamente distribuite nei tes- 
suti. Questo tipo di immunoglobulina si lega, attraverso la 
sua regione Fc, a speciali recettori Fc sui basofili o sui ma- 
stociti. In questa forma l’IgE diventa una specie di recet- 
tore per l’antigene: se l’antigene è legato, le cellule sono 
indotte a secernere istamina e altre ammine biologicamen- 
te attive, che causano dilatazione e un aumento della per- 
meabilità dei vasi sanguigni. Si pensa che questi effetti sui 
vasi sanguigni servano a facilitare il movimento delle cel- 
lule del sistema immunitario e delle proteine verso il sito 
di infiammazione. Essi producono anche i sintomi normal- 
mente associati all’allergia. Il polline o altri allergeni sono 
riconosciuti come estranei e innescano la risposta immu- 
nitaria come qualsiasi patogeno. O 
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e  Glianticorpi si legano saldamente e specificamente 

agli antigeni 
La specificità di legame di un anticorpo è stabilita dalla se- 
quenza dei residui amminoacidici nei domini variabili della 
sua catena leggera e della sua catena pesante. Molti dei re- 
sidui presenti in questi domini sono variabili, ma non tutti 
nella stessa misura. Alcuni, in particolare quelli che si tro- 
vano sulla superficie del sito che lega l’antigene, sono iper- 
variabili, cioè la probabilità di trovarli diversi è superiore a 
quella degli altri residui. La specificità dipende dalla com- 
plementarità chimica tra l’antigene e il suo sito di legame 
in termini di forma, disposizione delle cariche, delle parti 
non polari e dei gruppi che formano legami idrogeno. Per 
esempio, un sito di legame con un gruppo carico negativa- 
mente può legare un antigene con una carica positiva in 
una posizione complementare a quella del sito di legame. 
In molte circostanze la complementarità viene raggiunta 
modificando la struttura del sito o del ligando durante il 
processo di adattamento. Le modificazioni conformazionali 
in un anticorpo o nel suo antigene avvengono per consen- 
tire ai gruppi complementari di interagire nel modo cor- 
retto. Questo è un altro esempio di adattamento indotto. 
Il complesso costituito da un peptide derivato dall’HIV (un 
modello antigenico) e una molecola di Fab illustra alcune 
di queste proprietà (Figura 5.25). In questo esempio, le mo- 
dificazioni strutturali che si osservano in seguito al legame 
dell’antigene sono particolarmente evidenti. 

linterazione antigene-anticorpo è piuttosto forte ed è 
caratterizzata da valori di Ki molto bassi, intorno a 10!" m 
(si ricordi che un valore basso di Ki corrisponde a un’inte- 
razione molto forte, vedi la Tabella 5.1). Questa Ki riflet- 
te l'energia che viene liberata dalla formazione di coppie 
ioniche, legami idrogeno, interazioni idrofobiche e intera- 
zioni di van der Waals che stabilizzano l'unione. Penergia 
di legame necessaria per produrre una Kx con un valore 
intorno a 10!° m è di circa 65 kJ/mole. 


(a) Conformazione 
senza antigene 


Figura 5.25 Adattamento indotto dovuto al legame di un 
antigene a una IgG. La molecola, mostrata sotto forma di immagine 
dei contorni della superficie, è il frammento Fab di una IgG. L’antigene 
che viene riconosciuto dall'IgG è un piccolo peptide derivato dall'HIV. 
Due residui (in blu) della catena pesante e uno della catena leggera 
(in rosso) sono punti di riferimento per valutare possibili cambiamenti 
strutturali. (a) Frammento Fab osservato dal sito di legame antigene- 
anticorpo, guardando dall'alto verso il basso (PDB ID 1GGC). 


(b) Conformazione con l’antigene 
(non mostrato) 


(c) Conformazione con l’antigene 
(mostrato) 


(b) La stessa immagine, ma con il frammento Fab nella conformazione 
che acquista in seguito al legame dell'antigene (PDB ID 1GGI). 
L’antigene è stato omesso per osservare meglio la natura delle 
alterazioni strutturali. Si noti come la cavità di legame si sia allargata 

e come alcuni gruppi abbiano cambiato posizione. (c) La stessa 
immagine di (b), ma ora è stato aggiunto l'antigene sotto forma di 
modello a bastoncino di colore rosso. 
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e Molteimportantitecniche analitiche si basano 

sulle interazioni antigene-anticorpo 
Per la straordinaria affinità e specificità di legame, gli an- 
ticorpi sono ottimi reagenti analitici. Si può disporre di 
due tipi di preparazione di anticorpi: policlonali e mono- 
clonali. Gli anticorpi policlonali sono prodotti da molti 
linfociti B in risposta a un antigene, per esempio una pro- 
teina iniettata in un animale. Alcune delle cellule della 
popolazione di linfociti B producono anticorpi che legano 
in modo specifico diversi epitopi nella molecola dell’anti- 
gene. Quindi le preparazioni di anticorpi policlonali con- 
tengono una miscela di anticorpi che riconoscono diverse 
parti dello stesso antigene. Gli anticorpi monoclonali, 
al contrario, sono sintetizzati da una popolazione di lin- 
fociti B identici (un clone) cresciuta in un terreno di col- 
tura. Questi anticorpi sono omogenei e riconoscono tutti 
lo stesso epitopo. La tecnica per la produzione degli anti- 
corpi monoclonali è stata sviluppata da Georges K6hler 
e Cesar Milstein. 

La specificità degli anticorpi può essere sfruttata in 
molti modi. Un certo anticorpo può essere legato covalen- 
temente a una resina e usato per effettuare una cromato- 
grafia del tipo mostrato nella Figura 3.17c. Quando una mi- 
scela di proteine viene aggiunta a una colonna contenen- 
te la resina l’anticorpo legherà solo la sua proteina bersa- 
glio, trattenendola all’interno della colonna, mentre tutte 
le altre saranno eliminate. La proteina legata può essere 
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Cesar Milstein, 1927-2002 


Georges Kéhler, 1946-1995 


poi eluita dalla resina con una soluzione salina concentra- 
ta o con qualche altro agente. Questo è un ottimo sistema 
di purificazione delle proteine. 

In un’altra tecnica analitica molto versatile un anticor- 
po viene marcato con un radioisotopo o con un altro rea- 
gente che lo renda facilmente identificabile. Quando l’an- 
ticorpo si lega alla sua proteina bersaglio, la marcatura ri- 
vela la presenza della proteina in una soluzione, in un gel 
o anche in una cellula vivente. Nella Figura 5.26 sono illu- 
strate diverse applicazioni di questa procedura. 

Un test ELISA (dosaggio con enzimi legati a immu- 
noassorbenti) consente una rapida quantificazione di un 
antigene in un campione biologico (Figura 5.26b). Le pro- 
teine sono assorbite su una superficie inerte, di solito una 


Figura 5.26 Tecniche che utilizzano 

gli anticorpi. La reazione specifica tra un 
antigene e il suo anticorpo viene sfruttata 

in diverse tecniche analitiche mirate a 
identificare e quantificare una specifica 
proteina presente in un complesso campione 
biologico. (a) Una rappresentazione 
schematica della metodologia. (b) Un 
dosaggio ELISA per verificare la presenza di 
anticorpi contro il virus dell'herpes simplex 
(HSV) nel sangue. | pozzetti sono stati 
ricoperti con un antigene derivato 

dall'HSV, al quale si legheranno gli anticorpi 
contro l'HSV. Il secondo è un anticorpo contro 
le IgG umane, legato alla perossidasi 

di rafano. Secondo lo schema presentato 

in (a), i campioni contenenti sangue con 
elevate concentrazioni di anticorpi 

anti HSV tenderanno a colorarsi in giallo. (€) 
Un immunoblot. Le corsie da 1 a 3 derivano 
da un'elettroforesi su gel in presenza di SDS; 
le proteine presenti in campioni raccolti 
nelle successive tappe di purificazione di 
una proteina chinasi sono state separate e 
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piastra di polistirene con 96 pozzetti. La superficie viene 
poi lavata con una soluzione di una proteina non speci- 
fica a basso costo, come la caseina ottenuta dalla polve- 
re di latte priva di grassi, in modo da bloccare su questa 
stessa superficie l'assorbimento delle proteine che ver- 
ranno usate in seguito. La superficie viene poi coperta 
con una soluzione contenente l’anticorpo primario, cioè 
quello diretto contro la proteina di interesse. L’anticor- 
po che non si lega viene eliminato con lavaggi e la super- 
ficie viene poi ricoperta con una soluzione contenente 
un secondo anticorpo diretto contro l’anticorpo prima- 
rio. Questo secondo anticorpo è legato a un enzima in 
grado di catalizzare una reazione che forma un prodot- 
to colorato. Dopo aver rimosso l’anticorpo secondario in 
eccesso, si aggiunge la soluzione contenente il substrato 
dell'enzima legato all’anticorpo. La formazione del pro- 
dotto (valutata in base all’intensità del colore) è propor- 
zionale alla concentrazione della proteina che interessa 
nel campione biologico. 

Nel dosaggio detto immunoblot, chiamato anche 
Western blot (Figura 5.26c), le proteine sono prima sepa- 
rate per elettroforesi su gel e poi trasferite su un foglio di ni- 
trocellulosa. Questo foglio viene immerso in una soluzione 
proteica inerte, come nel test ELISA, e trattato in successio- 
ne con l’anticorpo primario, poi con l’anticorpo secondario 
legato all’enzima e il suo substrato. Lungo la banda in cui è 
localizzata la proteina che interessa si forma precipitato co- 
lorato (macchia). Questo tipo di dosaggi (immunoblot) con- 
sente di identificare proteine anche in quantità molto picco- 
le e di avere un’idea della massa molecolare. & Immunoblotting 

Nei capitoli successivi incontreremo altri aspetti degli 
anticorpi. Essi sono estremamente importanti in medici- 
na e possono fornire informazioni utili sulla struttura del- 
le proteine e sull'azione dei geni. 


SOMMARIO 5.2 

Interazioni complementari tra proteine 
e ligandi: il sistema immunitario 

e le immunoglobuline 

e La risposta immunitaria è mediata da interazioni tra 
una serie di leucociti specializzati e le proteine che 
sono loro associate. I linfociti T producono i recettori 
delle cellule T. I linfociti B producono le immunoglo- 
buline. In un processo chiamato selezione per clona- 
zione le cellule T helper inducono la proliferazione 
delle cellule B e delle cellule T citotossiche, che produ- 
cono immunoglobuline o recettori delle cellule T che si 
legano a uno specifico antigene. 

e Nell'uomo troviamo cinque classi di immunoglobuline, 
ciascuna con diverse funzioni biologiche. Le immuno- 
globuline più abbondanti sono le IgG, proteine a forma 
di Y costituite da due catene leggere e da due pesanti. 
I domini che si trovano in prossimità delle estremità 
superiori della Y sono ipervariabili e creano due siti di 
legame per l’antigene. 

e Una data immunoglobulina si lega in genere solo a 
una piccola parte dell’antigene, chiamata epitopo. 
Spesso il legame provoca una variazione conforma- 
zionale nelle IgG, un adattamento indotto dal legame 
con l’antigene. 
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e Alcune tecniche analitiche come il test ELISA e l’im- 
munoblot sfruttano la specificità di legame acquisita 
dalle immunoglobuline. 


Interazioni tra proteine modulate 
dall'energia chimica: actina, miosina 
e motori molecolari 


Gli organismi si muovono, le cellule si muovono, gli orga- 
nelli e le macromolecole si muovono all’interno delle cel- 
lule. La maggior parte di questi movimenti deriva dall’at- 
tività di una classe di motori molecolari di natura protei- 
ca. I grandi aggregati che costituiscono i motori molecola- 
ri proteici, sfruttando l’energia chimica generalmente for- 
nita dall’ATP, subiscono variazioni conformazionali cicli- 
che che confluiscono in un solo tipo di forza direzionale, 
sia essa la forza debole che spinge i cromosomi verso i poli 
di una cellula che sta per dividersi, oppure l’enorme forza 
che consente a un felino di 250 chili di effettuare un balzo. 

Le interazioni tra le proteine che nel loro insieme 
compongono un motore proteico, come è facile prevede- 
re, comprendono i legami idrogeno, le interazioni idro- 
fobiche, le interazioni ioniche e le interazioni di van der 
Waals. Nei motori proteici, però, tutte queste interazioni 
devono raggiungere un grado elevatissimo di organizza- 
zione spaziale e temporale. 

I motori proteici sono responsabili della contrazione 
muscolare, della migrazione degli organelli lungo i micro- 
tubuli, della rotazione dei flagelli batterici e del movimen- 


' to di alcune proteine lungo il DNA. Le proteine chiamate 


chinesine e dineine si muovono lungo i microtubuli cellu- 
lari, spostando gli organelli o riorganizzando i cromosomi 
durante la divisione cellulare. Einterazione della dineina 
con i microtubuli è responsabile del movimento dei fla- 
gelli e delle ciglia negli eucarioti. Il movimento dei flagel- 
li batterici richiede l’intervento di un motore rotazionale 
formato da un insieme di proteine poste alla base dei fla- 
gelli (vedi la Figura 19.41). Le elicasi, le polimerasi e altre 
proteine si muovono lungo il DNA, man mano che svol- 
gono la loro funzione nel metabolismo del DNA (Capito- 
lo 25). Rivolgeremo ora la nostra attenzione alle proteine 
contrattili del muscolo scheletrico dei vertebrati, prese co- 
me modello del modo in cui le proteine trasformano l’e- 
nergia chimica in movimento. 


e  Leprincipali proteine del muscolo sono l'actina 

e la miosina 
La forza contrattile del muscolo è generata dall’intera- 
zione tra due proteine: la miosina e l’actina. Queste pro- 
teine sono organizzate in filamenti che, attraverso la for- 
mazione di interazioni transitorie, scivolano l’uno sull’al- 
tro e producono la contrazione. Nel loro insieme, actina 
e miosina rappresentano oltre l'80% della massa protei- 
ca del muscolo. 

La miosina (M, 520 000) è costituita da sei subunità: 
due catene pesanti (M, 220 000 ciascuna) e quattro ca- 
tene leggere (M, 20 000 ciascuna). La struttura della pro- 
teina dipende in gran parte dalle catene pesanti. Nella re- 
gione carbossiterminale esse sono organizzate in strutture 


187 


CAPITOLO 5 
188. La funzione delle proteine 


ada elica, che si avvolgono l’una sull’altra generando una 
regione superavvolta (coiled coil) ad andamento sinistror- 
so, simile a quella dell’a-cheratina (Figura 5.27a). Nella re- 
gione amminoterminale ciascuna catena pesante forma un 
grande dominio globulare, che contiene un sito in cui avvie- 
ne l’idrolisi del’ATP Le catene leggere sono associate ai do- 


Regione 
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terminale 
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Figura 5.27 La miosina. (a) La miosina ha due catene pesanti (in 
rosa e in rosso), le cui regioni carbossiterminali formano un coiled coil 


(coda); le regioni amminoterminali delle due catene pesanti formano 
invece due domini globulari (teste). A ogni testa di miosina sono 
associate due catene leggere (azzurro). (b) La rottura con tripsina e 
con papaina separa le teste della miosina (frammenti 51) dalle code. 
(c) Rappresentazione a nastro della struttura del frammento S1 della 
miosina (dalle coordinate fornite da Ivan Rayment). La catena pesante 
è in grigio e le due catene leggere sono in due toni di blu. 
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mini globulari. Quando la miosina viene trattata per breve 
tempo con una proteasi come la tripsina, la maggior parte 
della coda fibrosa viene rimossa e si formano due segmenti, 
chiamati meromiosina pesante e meromiosina leggera (Fi- 
gura 5.27b). Mediante digestione con papaina si può libera- 
re dalla meromiosina pesante il dominio globulare chiama- 
to subframmento 1 o S1 (0 più semplicemente testa della 
miosina). Il frammento S1 prodotto con questo metodo è il 
dominio motore che rende possibile la contrazione musco- 
lare. Questo frammento è stato cristallizzato e la sua strut- 
tura tridimensionale è stata determinata da Ivan Rayment 
e Hazel Holden (Figura 5.27c). 

Nelle cellule del muscolo le molecole di miosina si aggre- 
gano, formando strutture chiamate filamenti spessi (Figu- 
ra 5.28a). Queste strutture a forma di bastoncello costitui- 
scono la parte centrale più importante dell’unità contratti 
le. All’interno di ogni filamento, alcune centinaia di mole- 


T 
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Figura 5.28 Iprincipali componenti del muscolo. (a) Gli 
aggregati di miosina formano strutture bipolari chiamate filamenti 
spessi. (b) L'F-actina è una struttura filamentosa costituita da 
monomeri di G-actina che si associano a due a due, dando 
l'impressione di due filamenti che si avvolgono a spirale l'uno 
sull'altro con andamento destrorso. (c) Modello a spazio pieno di un 
filamento di actina (in rosso), con una testa di miosina (in grigio e in 
due tonalità di blu) legata a un monomero di actina del filamento 
(dalle coordinate fornite da Ivan Rayment). 
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cole di miosina si dispongono in modo da interagire tra di 
loro tramite le loro “code” fibrose, formando lunghe struttu- 
re bipolari. I domini globulari si proiettano all’esterno, con 
una distribuzione sfalsata e regolare a entrambe le estremi- 
tà della struttura. 

Laltra proteina rilevante del muscolo, l’actina, è mol- 
to abbondante in tutte le cellule eucariotiche. Le mole- 
cole di actina monomerica, detta G-actina (actina globu- 
lare; M, 42 000), si associano nel muscolo formando lunghi 
polimeri chiamati F-actina (actina filamentosa). I filamen- 
ti sottili (Figura 5.28b) sono costituiti da F-actina (actina fi- 
lamentosa) e dalle proteine tropomiosina e troponina (trat- 
tate successivamente). Queste strutture filamentose si for- 
mano associando monomeri di actina a un’estremità. Ogni 
monomero lega ATP che è poi idrolizzato ad ADR e quindi 
tutte le molecole di actina in un filamento contengono ADP 
idrolisi del’ATP serve solo durante la costruzione dei fila- 
menti e non contribuisce a fornire direttamente energia per 
la contrazione muscolare. Ogni monomero di actina in un 
filamento sottile può legarsi specificamente e saldamente 
alla testa di una miosina (Figura 5.28c). 


e Altre proteine organizzano i filamenti spessi e i filamenti 
sottili in strutture ordinate 

Il muscolo scheletrico contiene fasci paralleli di fibre mu- 
scolari, in cui ogni fibra è una singola cellula multinu- 
cleata molto grande, con un diametro che varia da 20 a 
100 pm. Questa struttura si forma dalla fusione di molte 
cellule e molto spesso ha una lunghezza pari a quella del 
muscolo. Ogni fibra è costituita da circa 1000 miofibrille, 
con un diametro di 2 wm, contenenti ciascuna un gran nu- 
mero di filamenti spessi e sottili disposti in modo ordinato 
e uniti ad altre proteine (Figura 5.29). Ogni miofibrilla è 
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circondata da un sistema di vescicole membranose piatte, 
il reticolo sarcoplasmatico. Quando vengono esamina- 
te al microscopio elettronico, le fibre muscolari mostrano 
un’alternanza di regioni a bassa o ad alta densità elettroni- 
ca, dette bande A e bande I (Figura 5.29b, c). Queste dif- 
ferenze sono dovute alla disposizione dei filamenti spessi e 
sottili, che sono allineati e in parte sovrapposti. La banda I 
è la regione del fascio che contiene solo filamenti sottili; la 
banda più scura A contiene i filamenti spessi e comprende 
anche una parte in cuii filamenti spessi e sottili paralleli si 
sovrappongono. Nel mezzo della banda I vi è una struttu- 
ra sottile, detta disco Z, disposta perpendicolarmente ai 
filamenti, che serve da punto di ancoraggio dei filamenti 
sottili. Anche la banda A ha una struttura centrale sottile, 
la linea M o disco M, una regione ad alta densità elettro- 
nica in mezzo ai filamenti spessi. L'intera unità contrattile, 
costituita da fasci di filamenti spessi le cui estremità sono 
intercalate con filamenti sottili, è detta sarcomero. Questa 
disposizione di fasci intercalati consente ai filamenti spes- 
si e ai filamenti sottili di scorrere uno sull’altro (mediante 
un meccanismo esaminato più avanti), provocando così un 
progressivo accorciamento del sarcomero (Figura 5.30). 

I filamenti sottili di actina sono legati al disco Z con una 
disposizione regolare. La struttura contiene piccole quan- 
tità di altre proteine muscolari come l’a-actinina, la de- 
smina e la vimentina. I filamenti sottili contengono anche 
una proteina molto grande chiamata nebulina (circa 7000 
residui amminoacidici), che si pensa abbia una conforma- 
zione ad a elica lunga quanto un filamento. La linea M or- 
ganizza i filamenti spessi in modo simile. Essa contiene le 
proteine paramiosina, proteina C e proteina M. Un’al- 
tra classe di proteine, dette titine, le catene singole poli- 
peptidiche più lunghe (la titina del muscolo cardiaco uma- 
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Figura 5.29 Struttura del muscolo scheletrico. 

(a) Le fibre muscolari sono costituite da cellule multinucleate 
di forma allungata che derivano dalla fusione di molte cellule 
progenitrici. All'interno delle fibre vi sono molte miofibrille 
(per semplicità ne sono mostrate soltanto sei), circondate 

dal reticolo sarcoplasmatico membranoso. L'organizzazione 
dei filamenti spessi e dei filamenti sottili nelle miofibrille 
determina il tipico aspetto striato. Quando il muscolo si 
contrae, le bande I, e quindi i dischi Z, si avvicinano, come si 
può osservare nelle fotografie al microscopio elettronico di un 
muscolo rilassato (b) e di un muscolo contratto (€). 
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Figura 5.30 Contrazione 
del muscolo. | filamenti 
spessi sono strutture bipolari 
create dall'associazione di 
molecole di miosina. 

(a) La contrazione muscolare 
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Rilassato 


avviene per slittamento 
dei filamenti spessi su 
quelli sottili in entrambe le 
direzioni, in modo che i 
dischi Z di bande | delle 
regioni circostanti si 
avvicinino. (b) | filamenti 
spessi e i filamenti sottili 
sono intercalati in modo (a) 
che un filamento spesso sia 
circondato da sei filamenti 

sottili. 


Disco Z 


(b) 


no ha 26 926 residui), unisce i filamenti spessi al disco Z, 
elevando il grado di organizzazione della struttura com- 
plessiva. Oltre alle loro funzioni strutturali, le proteine ne- 
bulina e titina potrebbero funzionare da “regolatori mole- 
colari”, capaci di controllare la lunghezza rispettivamente 
dei filamenti sottili e dei filamenti spessi. La titina si esten- 
de dal disco Z alla linea M e regola la lunghezza del sarco- 
mero, impedendo al muscolo di estendersi troppo. Nell’or- 
ganismo dei vertebrati la lunghezza del sarcomero varia 
da un tessuto muscolare all’altro e dipende in gran parte 
dalla presenza di varianti della proteina titina. 


e |filamentispessi di miosina scorrono lungo i filamenti 
sottili di actina 

L’interazione tra l’actina e la miosina, come quella tra tutte 
le proteine e i ligandi, comporta l'intervento di legami de- 
boli. Quando l’ATP non è legato alla miosina, un sito che 
si trova nella testa della miosina si lega saldamente all’ac- 
tina (Figura 5.31). Quando l’ATP si lega alla miosina e vie- 
ne idrolizzato ad ADP e fosfato, ha inizio una serie di va- 
riazioni conformazionali coordinate, in cui la miosina rila- 
scia la subunità di F-actina e si lega a un’altra subunità in 
posizione più avanzata lungo il filamento sottile. 

Il ciclo può essere suddiviso in quattro tappe princi- 
pali (Figura 5.31). Nella tappa ©, l’ATP si lega alla miosi- 
na, provocando la rottura dell’interazione actina-miosi- 
na; le due proteine si separano. Nella tappa @, l’ATP vie- 
ne idrolizzato, inducendo una variazione conformazio- 
nale nella proteina, che assume ora una conformazione 
“ad alta energia” e genera lo spostamento della testa della 
miosina, variandone l’orientamento rispetto al filamen- 
to sottile di actina. A questo punto la miosina si lega de- 
bolmente a una subunità di F-actina più vicina al disco Z 
rispetto a quella da cui si è appena separata. Nella tap- 
pa ®, insieme al rilascio del fosfato prodotto dall’idroli- 


Contratto 


si dell’ATP da parte della miosina, avviene un’altra varia- 
zione conformazionale, con cui viene rafforzato il legame 
tra miosina e actina. Segue immediatamente la tappa ©, 
il power stroke (“colpo di potenza” o “forza contrattile”), 
durante la quale la conformazione della testa della mio- 
sina ritorna nel suo stato originale di riposo, spingendo 
la subunità di actina verso il centro del sarcomero e avvi- 
cinando le code della miosina ai dischi Z. Il ciclo termina 
col rilascio dell’ADP. In ogni ciclo vengono prodotti da 3 
a 4 pN (piconewton) di forza e i filamenti sottili si sposta- 
no rispetto ai filamenti spessi di 5-10 nm. 

Essendovi molte teste di miosina in un filamento spes- 
so, in qualsiasi momento alcune di esse (probabilmente 
dall’1% al 3%) sono legate ai filamenti sottili. Ciò impedi- 
sce che i filamenti spessi scivolino indietro, quando la te- 
sta della miosina si dissocia dall’actina a cui era legata. I 
due filamenti scorrono così l’uno rispetto all’altro. Il movi- 
mento coordinato di molti sarcomeri in una fibra musco- 
lare produce la contrazione muscolare. 

interazione tra l’actina e la miosina deve essere regola- 
ta in modo che la contrazione possa avvenire solo in rispo- 
sta a segnali appropriati provenienti dal sistema nervoso. 
La regolazione è mediata da un complesso formato da due 
proteine, la tropomiosina e la troponina (Figura 5.32). La 
tropomiosina si lega ai filamenti sottili, bloccando i siti 
di legame per le teste della miosina. La troponina è una 
proteina che lega il Ca°*. impulso nervoso causa il ri- 
lascio del Ca°* dal reticolo sarcoplasmatico. Il Ca?* rila- 
sciato si lega alla troponina (altro esempio di legame pro- 
teina-ligando) e causa una variazione conformazionale 
del complesso tropomiosina-troponina, esponendo i siti 
di legame della miosina presenti nel filamento sottile e 
permettendo la contrazione. 

Il muscolo si contrae sfruttando due proprietà intrinse- 
che delle proteine: il legame tra molecole e la catalisi. Lin- 
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LATP si lega alla testa della miosina 
0 e causa la dissociazione dall’actina 


LATP saldamente legato è idrolizzato, 

© e avviene una modificazione 
conformazionale. ADP e P; restano 
legati alla testa della miosina 


La testa della miosina si attacca 
al filamento di actina 
e il P; è rilasciato 


conformazionale nella testa della miosina 
che fa scorrere i filamenti di actina 

e di miosina gli uni rispetto agli altri. 

In questo processo viene rilasciato ADP 


(4) ADP 


Il rilascio del P; innesca la generazione 
della “forza contrattile”, una modificazione 


Figura 5.31 Meccanismo molecolare della contrazione 
muscolare. Le modificazioni conformazionali della testa della 
miosina, accoppiate alle fasi del ciclo di idrolisi dell'ATP, fanno sì che 
la miosina si dissoci da una subunità di actina, per associarsi subito 
dopo con un'altra subunità lungo il filamento di actina. In tal modo 
le teste della miosina si spostano lungo i filamenti sottili, facendo 
scorrere i filamenti spessi di actina e di miosina gli uni rispetto agli 
altri (vedi la Figura 5.30). 
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Tropomiosina TroponinaC Troponina T 


Actina Troponina I 


Figura 5.32 Regolazione della contrazione muscolare da 
parte della tropomiosina e della troponina. La tropomiosina 

e la troponina sono legate alla F-actina nei filamenti sottili. Nel 
muscolo a riposo, queste due proteine sono disposte intorno ai 
filamenti di actina e coprono quindi i siti di legame per la miosina. 
La tropomiosina è un coiled coil di a eliche a doppio filamento, lo 
stesso motivo strutturale delle a-cheratine (vedi la Figura 4.11). 
Questa proteina forma polimeri testa-coda avvolti intorno alle 

due catene di actina. La troponina è legata al complesso actina- 
tropomiosina a intervalli regolari di 38,5 nm. La troponina è formata 
da tre diverse subunità: la subunità I, la subunità C e la subunità 
T.La troponina | impedisce il legame della testa della miosina con 
l'actina; la troponina C ha un sito di legame per il Ca?*; la troponina 
T lega tutto il complesso della troponina alla tropomiosina. Quando 
il muscolo riceve dal neurone il segnale di iniziare la contrazione, 
dal reticolo sarcoplasmatico (vedi la Figura 5.29a) vengono 
rilasciati ioni calcio che si legano alla troponina C, che modifica 

le posizioni della troponina | e della tropomiosina in modo da 
rimuovere l'inibizione esercitata dalla troponina | e consentire così 
la contrazione del muscolo. 


terazione actina-miosina, un'interazione proteina-ligando 
come quella tra immunoglobulina e antigene, è reversi- 
bile e lascia le due proteine intatte. Quando però l’ATP si 
lega alla miosina, viene idrolizzato ad ADP e P;. La mio- 
sina non è solo una proteina che interagisce con l’actina, 
ma anche una ATPasi, un enzima. La funzione degli enzi- 
mi nel catalizzare le trasformazioni chimiche sarà l’argo- 
mento del prossimo capitolo. 


SOMMARIO 5.3 
Interazioni tra proteine modulate dall'energia 
chimica: actina, miosina e motori molecolari 

e Le interazioni proteina-ligando raggiungono un grado 
particolare di organizzazione spaziale e temporale nei 
motori proteici. La contrazione muscolare deriva da in- 
terazioni tra l’actina e la miosina, accoppiate all’idrolisi 
di ATP catalizzata dalla miosina stessa. 

e La miosina è costituita da due catene pesanti e da quat- 
tro catene leggere, che formano un dominio fibroso 
a elica superavvolta o coiled coil (coda) e un dominio 
globulare (testa). Le molecole di miosina sono orga- 
nizzate in filamenti spessi, che scorrono sui filamenti 
sottili costituiti per lo più da actina. Lidrolisi del’ATP 
legato alla miosina è accompagnata da modificazioni 
conformazionali a carico della testa della miosina stes- 
sa; questo comporta la dissociazione della miosina da 
una subunità dell’F-actina e il legame a un’altra più 
lontana sul filamento sottile. In questo modo la miosi- 
na scorre sui filamenti di actina. 

® La contrazione muscolare è indotta dal rilascio di ioni 
Ca°* dal reticolo sarcoplasmatico. Il legame del Ca?* 
alla proteina troponina induce una modificazione con- 
formazionale nel complesso troponina-tropomiosina 
che innesca il ciclo di interazioni tra actina e miosina. 
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=D Termini chiave 
©) Iterminiin grassetto sono definiti nel glossario. & 


actina 189 immunoblotting 187 

adattamento indotto immunoglobuline 
165 182 

anticorpi 182 ligando 165 

anticorpi monoclonali linfociti 182 


186 linfociti B, o cellule B 
anticorpi policlonali 182 
186 linfociti T, o cellule T 
antigene 183 182 
aptene 183 miosina 187 
costante di proteina allosterica 
associazione, K, 168 174 
costante protoporfirina 166 
di dissociazione, Ki reazione all'equilibrio 
169 168 
effetto Bohr 178 ripiegamento 
ELISA 186 immunoglobulinico 
eme 166 183 


sarcomero 189 
sito di legame 165 
Western blotting 187 


epitopo 183 
equazione di Hill 176 
globine 167 
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VD) Problemi 


1. Relazione tra costante di affinità e costante di dis- 
sociazione. Una proteina A possiede un sito di lega- 
me per il ligando X con una K di 10°‘ m. La proteina B 
ha anch'essa un sito di legame per il ligando X con una 
Ka di 107? m. Quale proteina è più affine al ligando X? 
Spiegate la vostra scelta. Convertite la K in K, per en- 
trambe le proteine. 

2. Cooperatività negativa. Quali delle seguenti situazio- 
ni potranno generare un grafico di Hill con un valore 
di ny inferiore a 1,0? Per ciascun caso, spiegate le vo- 
stre ragioni. 

(a) La proteina ha molte subunità, ognuna delle quali 
ha un unico sito di legame per un ligando. Il lega- 
me del ligando a un sito diminuisce l’affinità di le- 
game degli altri siti per il ligando. 

(b) La proteina è costituita da un singolo polipeptide 
con due siti di legame per un ligando, e ogni sito ha 
un’affinità diversa per il ligando. 

(c) La proteina è costituita da un singolo polipeptide 
con un singolo sito di legame per il ligando. Una 
volta purificata, la preparazione risulta non omo- 
genea, in quanto contiene alcune molecole protei- 
che parzialmente denaturate, con un’affinità per il 
ligando più bassa. 
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3. 


5. 


Concentrazione 
dell’ormone (nm) 


Affinità per l’ossigeno dell’emoglobina. Qual è l’ef- 
fetto delle seguenti modificazioni di affinità per lO; 
dell'emoglobina? (a) Un abbassamento del pH del pla- 
sma sanguigno da 74 a 7,2. (b) Una diminuzione della 
pressione parziale di CO; nei polmoni da 6 kPa (tratte- 
nendo il respiro) a 2 kPa (respiro normale). (c) Un au- 
mento dei livelli di BPG da 5 mm (ad altitudini medie) 
a 8 mm (in quota). (d) Un aumento del CO da una par- 
te per milione (ppm), come si riscontra in un apparta- 
mento di città, a 30 ppm, con un impianto di riscalda- 
mento malfunzionante. 

Legame reversibile di un ligando I. La proteina 
calcineurina si lega alla calmodulina con una costan- 
te velocità della reazione di associazione pari a 8,9 X 
10° m! s 1, e con una costante di dissociazione, Kg, di 
10 nm. Calcolate la costante di velocità della reazione di 
dissociazione, ka, utilizzando unità appropriate. 
Legame reversibile di un ligando II. Tre proteine re- 
cettori di membrana si legano saldamente a un ormo- 
ne. Basandovi sui dati forniti nella tabella sottostante, 
(a) qual è la Ki del legame all’ormone per la proteina 
2? ((Nella risposta includete le unità di misura appro- 
priate.) (b) Quale di queste proteine si lega più salda- 
mente a quell’ormone? 


0 


Proteina 2 Proteina 3 


Proteina 1 
0,2 0,048 0,29 0,17 
0,5 0,11 0,5 0,33 
1 0,2 0,67 0,5 
4 0,5 0,89 0,8 

10 0,71 0,95 0,91 

20 0,83 0,97 0,95 

50 0,93 0,99 0,98 


6. 


Cooperatività dell’emoglobina. Nelle condizioni ap- 
propriate, l’emoglobina si dissocia nelle sue quattro sub- 
unità. La subunità a isolata lega l'ossigeno, ma la cur- 
va di saturazione è iperbolica anziché sigmoide. Inol- 
tre, il legame dell'O; alla subunità a non è influenza- 
to dalla presenza di H*, CO», o BPG. Che cosa suggeri- 
scono queste osservazioni sull’origine della cooperati- 
vità nell’emoglobina? 

Confronto tra emoglobina fetale e materna. Studi 

sul trasporto dell’ossigeno in mammiferi in gravidan- 

za hanno dimostrato che le curve di saturazione da os- 
sigeno del sangue materno e fetale sono considerevol- 
mente diverse anche se misurate nelle stesse condizio- 
ni. Gli eritrociti fetali contengono una variante struttu- 

rale dell'emoglobina, l’HbF costituita da due catene a 

e da due catene y (ay), mentre gli eritrociti materni 

contengono HbA (a). 

(a) Quale emoglobina ha un’affinità più elevata per l’os- 
sigeno in condizioni fisiologiche, HbA o HbF? Spie- 
gate perché. 

(b) Qual è il significato fisiologico della diversa affinità 
per l’'0,? 

(c) Quando tutto il BPG è rimosso da un campione di 
HDA e di HbE le curve di saturazione da O; (e la 
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conseguente affinità per l’0;) sono spostate verso 
sinistra. Ora ’HbA ha un’affinità per l'ossigeno su- 
periore a quella dell’HbF Quando il BPG viene ag- 
giunto di nuovo, le curve di saturazione da O; ritor- 
nano normali, come mostrato nel grafico. Qual è 
l’effetto del BPG sull’affinità dell'emoglobina per 
l’O;? Come possono essere usate le informazioni 
sopra riportate per spiegare le diverse affinità per 
lO; dell'emoglobina fetale e materna? 


10 


pO: (kPa) 


Varianti dell'emoglobina. Vi sono circa 500 va- 
rianti di emoglobina. Molte di queste sono il ri- 
sultato della sostituzione di un singolo residuo ammi- 
noacidico nella catena polipeptidica di una globina. Al- 
cune varianti causano malattie, ma non tutte sono dan- 
nose per l'organismo. Di seguito è riportato un breve 
elenco di queste forme. 


HbS (Hb delle cellule falciformi): un Glu sulla super- 
ficie viene sostituito con una Val. 

Hb Cowtown: viene eliminata una coppia ionica coin- 
volta nella stabilizzazione dello stato T. 

Hb Memphis: sostituzione di un residuo non carico sul- 
la superficie con un altro di dimensioni simili. 

Hb Bibba: sostituzione di una Leu in un’a elica con 
una Pro. 

Hb Milwaukee: sostituzione di una Val con un Glu. 

Hb Providence: sostituzione di una Lys che di solito 
si proietta nella cavità centrale del tetramero con 
un’Asn. 

Hb Philly: sostituzione di una Tyr con una Phe, eli- 
minando un legame idrogeno in corrispondenza 
dell’interfaccia ap. 


Rispondete alle seguenti domande, motivando la vo- 

stra scelta. 

(a) Qual è la variante che meno probabilmente causa 
sintomi patologici? 

(b) Quali sono le varianti che più probabilmente han- 
no valori di pI diversi da quello dell’HbA quando 
sono analizzate in un'isoelettrofocalizzazione? 

(c) Quali sono le varianti che più probabilmente mo- 
strano una diminuzione dell’affinità per il BPG e 
un aumento dell’affinità per l'ossigeno? 

Legame dell’ossigeno e struttura dell'emoglobina. 

Un gruppo di biochimici si avvale dell'ingegneria gene- 

tica per modificare l’interfaccia tra le subunità dell’e- 

moglobina. Le varianti emoglobiniche così ottenute in 
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10. 


11. 


12. 


13. 


14. 


soluzione si trovano sotto forma di dimeri aft (pochissi- 
mi, forse nessuno, sotto forma di tetrameri ap). Que- 
ste varianti emoglobiniche legheranno l'ossigeno con 
più o meno forza? Spiegate la risposta. 
Legame reversibile (ma forte) di un anticorpo. Un 
anticorpo si lega all’antigene con una Ka di 5 X 1078 m. 
A quale concentrazione di antigene il valore di 0 sarà 
(a) 0,2; (b) 0,5; (c) 0,6; (d) 0,8? 
Uso degli anticorpi per studiare la relazione strut- 
tura-funzione delle proteine. Un anticorpo mono- 
clonale lega la G-actina ma non l’F-actina. Che cosa vi 
può dire questo fatto circa la natura dell’epitopo rico- 
nosciuto dall’anticorpo? 

i Il sistema immunitario e i vaccini. Un organi- 

il smo ospite richiede tempo, spesso giorni, per in- 
nescare una risposta immunitaria contro un nuovo an- 
tigene, mentre le cellule della memoria consentono 
una risposta molto rapida nei confronti di patogeni già 
incontrati. Un vaccino che protegge contro una parti- 
colare infezione virale è costituito molto spesso dal vi- 
rus ucciso o indebolito o da proteine isolate dal rivesti- 
mento della particella virale. Quando viene iniettato 
nell'uomo, il vaccino in genere non causa la malattia, 
ma “insegna” al sistema immunitario in che cosa con- 
siste questo virus, stimolando la generazione delle cel- 
lule della memoria. In seguito a infezione successiva, 
queste cellule legano subito il virus e iniziano una ra- 
pida risposta immunitaria. Alcuni patogeni, tra cui 
l’HIV, hanno sviluppato meccanismi che consentono 
loro di evitare il riconoscimento da parte del sistema 
immunitario, rendendo molto difficile o addirittura 
impossibile preparare vaccini efficaci contro di loro. 
Quale strategia dovrebbe seguire un patogeno per evi- 
tare il riconoscimento da parte del sistema immunita- 
rio? Supponete che gli anticorpi e/o i recettori delle 
cellule T siano disponibili, che possano legare qualsia- 
si struttura appaia sulla superficie del patogeno e che, 
una volta legato, il patogeno sia distrutto. 
Come si diventa un “cadavere”. Quando un vertebra- 
to superiore muore, i suoi muscoli si irrigidiscono ap- 
pena sono privi di ATP e si determina uno stato chia- 
mato rigor mortis. Spiegate le basi molecolari di questo 
fenomeno. 
I sarcomeri da un altro punto di vista. In un sarco- 
mero i filamenti spessi e i filamenti sottili sono disposti 
in modo simmetrico; ogni filamento spesso è circonda- 
to da sei filamenti sottili con una disposizione esagona- 
le. Disegnate una sezione trasversale di una miofibrilla 
in corrispondenza dei seguenti punti: (a) a livello della 
linea M; (b) attraverso la banda I; (c) attraverso la regio- 
ne densa della banda A; (d) attraverso la regione meno 
densa della banda A, adiacente alla linea M (vedi la Fi- 
gura 5.31b, c). 


=N La biochimica via Internet 


15. 


Lisozima e anticorpi. Per comprendere meglio co- 
me funzionano le proteine nella cellula, è utile poter 
osservare in modo tridimensionale l’interazione delle 
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proteine con gli altri componenti cellulari. Fortunata- 

mente tutto ciò è possibile utilizzando le banche da- 

ti delle proteine disponibili in rete e gli strumenti di 

visualizzazione tridimensionale delle molecole quali 

Jmol. Quest'ultimo è uno strumento di visualizzazio- 

ne molecolare gratuito e di facile utilizzo, compatibi- 

le con la maggior parte dei programmi di navigazione 

e dei sistemi operativi. 

In questo esercizio esamineremo le interazioni tra 

l'enzima lisozima (Capitolo 4) e la porzione Fab 

dell’anticorpo anti-lisozima. Usate il codice identifica- 
tivo 1FDL di PDB per analizzare la struttura del com- 
plesso frammento Fab dell’IgG1-lisozima (frammento 
antigene-anticorpo). Per rispondere alle domande che 
seguono, usate le informazioni ottenute collegando- 

vi alla pagina Structure Summary della Protein Data 

Bank (www.rcsb.org) e osservate le strutture usando 

Jmol o un altro strumento di visualizzazione simile. 

(a) Quali catene del modello tridimensionale cor- 
rispondono al frammento dell’anticorpo e quali 
all’antigene lisozima? 

(b) Quale struttura secondaria è maggiormente rap- 
presentata in questo frammento Fab? 

(c) Quanti residui amminoacidici contengono le cate- 
ne pesanti e le catene leggere del frammento Fab? 
E il lisozima? Stimate qual è la percentuale del li- 
sozima che interagisce con il sito dell’antigene sul 
frammento dell’anticorpo. 

(d) Identificate gli specifici residui amminoacidici del 
lisozima e delle regioni variabili delle catene pesan- 
ti e leggere del Fab situati all'interfaccia antigene- 
anticorpo. Si tratta di residui contigui nella sequen- 
za primaria delle catene polipeptidiche? 


16. Lo studio delle interazioni reversibili tra proteine 


e ligandi tramite grafici. & Disegnate grafici per definire l'an- 

damento delle Equazioni 5.8, 5.11, 5.14 e 5.16 per eseguire i seguenti esercizi. 

(a) Legame reversibile di un ligando a una proteina 
semplice, senza cooperatività. Per l’Equazione 5.8 
create un grafico di 6 contro [L] (rispettivamente 
asse verticale e orizzontale). Esaminate i grafici 
creati quando Ki è 5 pm, 10 pm, 20 pm e 100 pm. 
Se l’affinità della proteina per il ligando è più alta, 
diventa più facile il legame del ligando a concen- 
trazioni più basse. Supponete che quattro protei- 
ne diverse abbiano questi quattro diversi valori di 
Ka per il ligando L. Quale proteina avrebbe l’affi- 
nità più alta per L? 
Esaminate il grafico ottenuto con Kq = 10 pm. 
Quanto aumenta 0 se [L] aumenta da 0,2 pm a 
0,4 pm? Quanto aumenta 6 se [L] aumenta da 
40 pm a 80 um? 
Fate lo stesso esercizio per l’Equazione 5.11. Sosti- 
tuite [L] a pO; e Ki a Pso. Esaminate le curve ge- 
nerate quando P;y è 0,5 kPa, 1 kPa, 2 kPa e 10 kPa. 
Per la curva costruita con Po = 1 kPa, quanto deve 
cambiare 9 quando la pO; aumenta da 0,02 kPa a 
0,04 kPa? Da 4 kPa a 8 kPa? 

(b) Legame cooperativo di un ligando a una proteina 
multisubunità. Utilizzando l’Equazione 5.14, crea- 
te la curva di legame per una proteina e un ligando 
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con K = 10 pm e n = 3. Si noti la definizione diver- 
sa di K nell’Equazione 5.16. Sullo stesso grafico ag- 
giungete la curva per una proteina con Kq = 20 pm 
en = 3. Osservate ora come cambiano entrambe le 
curve quando il valore di n è pari a 4. Create il gra- 
fico di Hill (Equazione 5.16) per ciascuno di que- 
sti casi. Per Kj = 10 pm en =3, qual è il valore di 0 
quando [L] = 20 pm? 

(c) Esaminate ulteriormente queste equazioni varian- 
do tuttii parametri utilizzati in precedenza. 


=N Problema sull’analisi dei dati 


17. Funzione delle proteine. Negli anni ’80 le strutture 


dell’actina e della miosina erano note soltanto al livel- 
lo di risoluzione mostrato nella Figura 5.28a, b. An- 
che se era noto che la porzione S1 della miosina si le- 
ga all’actina e idrolizza AT}, si discuteva su dove ve- 
nisse generata la forza contrattile nella molecola di 
miosina. Erano stati proposti due diversi modelli per 
spiegare il meccanismo con cui si genera la forza nel- 
la miosina. 

Nel modello “a cerniera” S1 si lega all’actina, ma la for- 
za contrattile viene generata tramite la contrazione 
della “regione cerniera” nella coda miosinica. La re- 
gione a cerniera si trova nella porzione della molecola 
di miosina contenente meromiosina pesante, vicino al 
sito riconosciuto e idrolizzato dalla tripsina e che por- 
ta alla liberazione della miosina leggera (vedi la Figu- 
ra 5.27b). Questo è approssimativamente il punto in- 
dicato come “due a eliche superavvolte” nella Figura 
5.27a. Nel modello “S1” la forza propulsiva è generata 
dalla “testa” S1 stessa e la coda funge solo da supporto 
strutturale. 

Sono stati condotti molti esperimenti, ma dai risulta- 
ti non è stato possibile trarre conclusioni convincenti. 
Nel 1987 James Spudich e i suoi collaboratori all’Uni- 
versità di Stanford pubblicarono un lavoro che dette 
un contributo decisivo al chiarimento di queste pro- 
blematiche. 

Le tecniche del DNA ricombinante non erano al tem- 
po sufficientemente sviluppate per affrontare il pro- 
blema nelle condizioni în vivo, ma Spudich e collabo- 
ratori allestirono un interessante metodo in vitro. Le 
cellule dell’alga Nitella sono molto lunghe, spesso an- 
che qualche centimetro, e hanno un diametro di circa 
1mm. Esse possiedono fibre di actina che decorrono 
lungo il loro asse longitudinale. Inoltre possono essere 
aperte in modo da esporre le fibre di actina. Spudich 
e collaboratori avevano osservato che perline di pla- 
stica rivestite di miosina potevano “camminare” lun- 
go le fibre di actina in presenza di ATP, esattamente 
come la miosina nel muscolo in contrazione. 

Per questi esperimenti essi utilizzarono un metodo 
ingegnoso per legare la miosina alle perline. Le per- 
line erano agglomerati di cellule batteriche uccise 
(Staphylococcus aureus). Queste cellule avevano sulla 
loro superficie una proteina che lega la regione Fc del- 
le molecole anticorpali (Figura 5.21a). A loro volta, gli 


Velocità delle perline (um/s) 
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anticorpi si legano in zone diverse (sconosciute) della 

molecola di miosina. Quando i complessi perlina-anti- 

corpo-miosina contenevano le molecole di miosina in- 
tatte, si muovevano lungo le fibre di actina di Nitella 
in presenza di ATP. 

(a) Disegnate uno schema che mostri come potrebbe es- 
sere costituito il complesso perlina-anticorpo-miosi- 
na a livello molecolare. 

(b) Perché doveva essere aggiunto ATP affinché le per- 
line si muovessero lungo le fibre di actina? 

(c) Spudich e collaboratori usarono anticorpi che si 

legavano alla coda della miosina. Perché l’esperi- 
mento sarebbe fallito se avessero usato un anti- 
corpo che si lega alla parte S1 che normalmente 
si lega all’actina? Perché l’esperimento sarebbe 
fallito se avessero usato un anticorpo che si lega 
all’actina? 
Per stabilire quale parte della miosina sia respon- 
sabile della produzione della forza, Spudich e col- 
laboratori utilizzarono la tripsina per produrre due 
frammenti della miosina (vedi la Figura 5.27b): 
(1) la meromiosina pesante (HMM), generata du- 
rante un breve trattamento della miosina con la 
tripsina; ’HMM contiene 1’S1 e la parte della coda 
che include la cerniera; (2) un corto frammento di 
meromiosina pesante (SHMM), formata per dige- 
stione prolungata con la tripsina; ’SHMM contiene 
I’S1 e una porzione della coda che non include la 
cerniera. Una breve digestione della miosina con la 
tripsina produce ’HMM e la meromiosina leggera, 
tramite il taglio di un singolo specifico legame pep- 
tidico della molecola di miosina. 

(d) Perché la tripsina attacca questo legame peptidico 
prima degli altri legami peptidici della miosina? 
Spudich e collaboratori prepararono complessi di 
perline-anticorpi-miosina con quantità diverse di 
miosina, HMM e SHMM, e ne misurarono la velo- 
cità lungo le fibre di actina di Nîtella in presenza di 
ATP Il grafico che segue mostra i risultati. 


HMM 


SHMM Miosina 


Densità della miosina o dei frammenti di miosina 
legati alle perline 


(e) Quale modello (“S1” o “a cerniera”) è in accordo 
con questi risultati? Commentate la risposta. 

(f) Date una spiegazione plausibile del perché la velo- 
cità delle perline aumentava con l'incremento del- 
la densità della miosina. 

(g) Date una spiegazione plausibile del perché la ve- 
locità delle perline raggiungeva un plateau ad alta 
densità di miosina. 
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La digestione prolungata con tripsina necessaria per 
produrre l'SHMM causava un effetto collaterale: un 
altro specifico taglio dello scheletro polipeptidico 
della miosina in aggiunta al taglio a livello della co- 
da. Questo secondo taglio avveniva a livello dell’S1. 

(h) In base a queste informazioni, perché sorprende 
che )SHMM fosse ancora in grado di muovere le 
perline lungo le fibre di actina? 

(i) La struttura terziaria della testa S1 rimane intat- 
ta nell’SHMM. Date una spiegazione plausibile del 
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motivo per cui la proteina rimane intatta e funzio- 
nale anche se lo scheletro polipeptidico è stato in- 
terrotto, perdendo così la sua continuità. 
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6.3 Lacinetica enzimatica, un approccio alla comprensione 
del meccanismo di azione degli enzimi 208 


6.4 Esempidireazioni enzimatiche 
6.5 Enzimiregolatori 


a vita si basa su due imprescindibili condizioni: l’auto- 

replicazione e la catalisi. Gli organismi viventi devono 

riprodursi (questo argomento sarà trattato nella Par- 
te 3) e devono essere in grado di catalizzare reazioni chimi- 
che con efficienza e selettività. importanza centrale della 
catalisi potrebbe a prima vista sorprendere, ma è facile da 
dimostrare. Come abbiamo visto nel Capitolo 1, i sistemi 
viventi utilizzano l’energia sottraendola all'ambiente. Per 
esempio, noi consumiamo ogni giorno una certa quanti- 
tà di saccarosio, il comune zucchero da tavola, come com- 
bustibile metabolico, generalmente sotto forma di dolci- 
ficante negli alimenti e nelle bevande. La conversione del 
saccarosio in CO; e H;0 in presenza di ossigeno è un pro- 
cesso altamente esoergonico, cioè rilascia energia che noi 
possiamo usare per pensare, muoverci, gustare, vedere. Pe- 
rò una bustina di zucchero può rimanere per anni nel cas- 
setto senza che questo composto venga convertito in CO, 
e H;0, in quanto questo processo, pur essendo termodina- 
micamente favorito, è estremamente lento. Invece quan- 
do l’uomo (o qualsiasi altro organismo vivente) consuma 
saccarosio la sua energia chimica viene rilasciata in pochi 
secondi. La differenza sta nella catalisi. Senza catalisi, le 
reazioni come l’ossidazione del saccarosio non avvengono 
in ambiti di tempo compatibili con la vita. 

In questo capitolo ci occuperemo dei catalizzatori del- 
le reazioni che avvengono nei sistemi biologici: gli enzimi, 
proteine altamente specializzate dotate di straordinarie 
proprietà. Gli enzimi hanno un notevole potere catalitico, 
molto spesso più elevato dei catalizzatori sintetici o inorga- 
nici. Essi hanno un alto grado di specificità per i loro sub- 
strati, accelerano enormemente le reazioni chimiche e agi- 
scono in soluzione acquosa in condizioni molto blande di 
temperatura e di pH. Solo pochi catalizzatori non biologi- 
ci hanno queste proprietà. 

Gli enzimi hanno un ruolo centrale in ogni processo 
biologico. Agendo in sequenze ben coordinate, essi cata- 
lizzano le centinaia di reazioni che degradano le mole- 


cole, conservano e trasformano l’energia chimica e sin- 
tetizzano macromolecole biologiche a partire da precur- 
sori semplici. 

Lo studio degli enzimi ha una notevole importanza pra- 
tica. In alcune malattie, specialmente nei disordini genetici 
ereditari, si può riscontrare una carenza o l'assenza di uno 
o più enzimi. Anche l’eccessiva attività di un enzima può 
essere causa di situazioni patologiche. La determinazione 
dell’attività di certi enzimi nel plasma, negli eritrociti o in 
campioni di tessuto è molto importante per la diagnosi di 
numerose malattie. Molti farmaci agiscono interagendo con 
gli enzimi. Gli enzimi hanno anche una notevole importan- 
za pratica nell’ingegneria chimica, nell'industria alimenta- 
re e in agricoltura. 

Inizieremo con la descrizione delle proprietà degli en- 
zimi e illustreremo i principi che governano il loro potere 
catalitico. Passeremo poi alla cinetica enzimatica, che può 
essere considerata la base di ogni successiva discussione 
sugli enzimi. Saranno quindi forniti esempi specifici sul 
meccanismo d’azione degli enzimi, che illustrano i princi- 
pi prima enunciati. Termineremo con una trattazione del- 
la regolazione dell’attività enzimatica. 


Introduzione agli enzimi 


Gran parte della storia della biochimica è in effetti la sto- 
ria della ricerca sugli enzimi. La catalisi biologica fu iden- 
tificata e descritta per la prima volta alla fine del Sette- 
cento, grazie a studi sulla digestione della carne da par- 
te di secreti dello stomaco. Questi studi sono proseguiti 
nell'Ottocento con ricerche sulla conversione dell’amido 
in zuccheri a opera della saliva e di estratti di varie pian- 
te. Negli anni intorno al 1850 Louis Pasteur osservò che 
la fermentazione dello zucchero in alcol era catalizzata 
da “fermenti”. Egli postulò che questi fermenti, più tar- 
di chiamati enzimi, fossero inseparabili dalla struttura 
dei lieviti; questa teoria, chiamata vitalismo, prevalse nel 
pensiero dei ricercatori per molti anni. Nel 1897 Eduard 
Buchner osservò che gli estratti di lievito potevano fer- 
mentare lo zucchero in alcol dimostrando che la fermen- 
tazione procedeva anche se le molecole interessate al pro- 
cesso erano state rimosse dalla cellula. Eesperimento di 
Buchner segnò al tempo stesso la fine della teoria vita- 
listica e la nascita della biochimica. In seguito Frederick 
W. Kiihne chiamò queste molecole enzimi (dal greco en 
zymos, “nel lievito”). 
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L’isolamento e la cristallizzazione 
dell'enzima ureasi, effettuati da Ja- 
mes Sumner nel 1926, rappresenta- 
no il primo vero passo in avanti nello 
studio delle proprietà di uno specifico 
enzima. Sumner stabilì che i cristalli 
di ureasi erano costituiti interamen- 
te di proteina e quindi postulò che gli 
enzimi fossero proteine. In assenza 
di altri esempi, per alcuni anni que- 
sta idea non fu accettata. Soltanto al- 
la fine degli anni ’30, dopo che John 
Northrop e Moses Kunitz cristallizzarono 
la pepsina, la tripsina e altri enzimi digestivi stabilendo 
che tutti erano proteine, l'ipotesi di Sumner fu finalmen- 
te accolta. Durante questo periodo J.B.S. Haldane scrisse 
un trattato intitolato Enzimi. Anche se la natura moleco- 
lare dell'enzima non era ancora stata definita con preci- 
sione, questo libro conteneva nuove ipotesi sul coinvol- 
gimento di interazioni deboli nell’associazione di un en- 
zima con il suo substrato e sul loro utilizzo per destabi- 
lizzare la molecola del substrato e catalizzare la reazione. 
Queste intuizioni sono alla base delle nostre conoscenze 
della catalisi enzimatica. 

Alla fine del XX secolo migliaia di enzimi erano già sta- 
ti purificati, ne era stata determinata la struttura ed erano 
stati compiuti studi sul loro meccanismo d’azione. 


e La maggior parte degli enzimi è costituita da proteine 
A eccezione di un piccolo gruppo di molecole di RNA ca- 
talitico (vedi il Capitolo 26), tutti gli enzimi sono protci- 


M Tabella 6.1 Elementi inorganici che servono 
da cofattori di enzimi 


Toni Enzimi 

Cu?* Citocromo ossidasi 

Fe°* o Feì* Citocromo ossidasi, catalasi, perossidasi 

K* Piruvato chinasi 

Mg?* Esochinasi, glucosio 6-fosfatasi, piruvato chinasi 
Mn?* Arginasi, ribonucleotide reduttasi 

Mo Dinitrogenasi 

Ni?* Ureasi 

Znt* Anidrasi carbonica, alcol deidrogenasi, 


carbossipeptidasi A e B 


Eduard Buchner, 1860-1917 
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James Sumner, 1887-1955 3.B.S. Haldane, 1892-1964 


ne. La loro attività catalitica dipende dall’integrità della 
loro conformazione proteica nativa. Se un enzima viene 
denaturato o dissociato in subunità, perde la sua attivi- 
tà catalitica. l’attività viene persa anche se l'enzima vie- 
ne idrolizzato, per produrre i singoli amminoacidi costi- 
tutivi. Quindi le strutture primaria, secondaria, terziaria 
e quaternaria sono essenziali per l’espressione dell’atti- 
vità catalitica. 

Gli enzimi, come tutte le proteine, hanno un peso mo- 
lecolare che può variare da circa 12 000 a oltre un milione. 
Alcuni enzimi non hanno bisogno per la loro attività di al- 
tri gruppi chimici se non di quelli delle catene laterali dei 
loro residui amminoacidici; altri invece hanno bisogno di 
componenti chimici addizionali chiamati cofattori. Un co- 
fattore può essere costituito da uno o da più ioni inorgani- 
ci, come Fe°*, Mg?*, Mn?* o Zn°* (Tabella 6.1), oppure da 
complesse molecole organiche o metallorganiche chiamate 
coenzimi. I coenzimi agiscono come trasportatori transitori 
di specifici gruppi funzionali (Tabella 6.2). La maggior parte 
deriva da vitamine, nutrienti organici presenti nella dieta in 
piccole quantità. Prenderemo in considerazione i coenzimi 
più in dettaglio, quando li incontreremo nelle vie metabo- 
liche discusse nella Parte 2. Certi enzimi necessitano per il 
loro funzionamento sia di un coenzima sia di ioni metallici. 
Un coenzima o uno ione metallico legato covalentemente 
alla proteina enzimatica è definito gruppo prostetico. Un 
enzima cataliticamente attivo con tutti i suoi coenzimi o io- 
ni metallici è detto oloenzima, mentre la parte proteica di 
un enzima viene chiamata apoenzima o apoproteina. In- 
fine, qualche enzima può essere modificato covalentemen- 
te per fosforilazione, per glicosilazione o mediante altri pro- 
cessi. Molte di queste alterazioni della molecola enzimati- 
ca sono coinvolte nella regolazione dell’attività enzimatica. 


MI Tabella 6.2 Alcuni coenzimi che servono da trasportatori temporanei di specifici atomi o gruppi funzionali 


Coenzima 
Biocitina CO, 
Coenzima A Gruppi acilici 


5'-Deossiadenosilcobalammina (coenzima Bp) 
Flavin adenin dinucleotide Elettroni 
Acido lipoico 

Nicotinammide adenin dinucleotide Ione idruro (:H) 
Piridossal fosfato Gruppi amminici 
Tetraidrofolato 


Tiammina pirofosfato Aldeidi 


Esempi di gruppi chimici trasferiti 


Atomi di H e gruppi alchilici 


Elettroni e gruppi acilici 


Gruppi a un atomo di carbonio 


Precursore nella dieta dei mammiferi 
Biotina 

Acido pantotenico e altre molecole 
Vitamina By; 

Riboflavina (vitamina B;) 

Non necessario nella dieta 

Acido nicotinico (niacina) 

Piridossina (vitamina Bg) 

Folato 


Tiammina (vitamina Bi) 


Nota: la struttura e il meccanismo d’azione di questi coenzimi sono descritti nella Parte 2. 
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e Glienzimisono classificati in base alle reazioni 
che catalizzano 

Molti enzimi hanno nomi che derivano da quello del loro 
substrato o da una parola, o una frase, che descrive la loro 
attività, a cui è stato aggiunto il suffisso “asi”. Quindi l’u- 
reasi catalizza l’idrolisi dell’urea e la DNA polimerasi cata- 
lizza la sintesi del DNA. Altri enzimi hanno il nome asse- 
gnato dai loro scopritori in base a una data funzione, prima 
che fosse conosciuta la reazione specifica catalizzata. Per 
esempio, un enzima conosciuto per il suo ruolo nella dige- 
stione dei cibi è stato chiamato pepsina, dal greco pepsis, 
“digestione”, e il lisozima è stato così definito per la sua ca- 
pacità di lisare la parete della cellula batterica. Inoltre al- 
tri enzimi sono stati denominati in base alla loro origine: il 
nome della tripsina deriva dal greco tryein, “consumare”, 
in quanto è stata ottenuta sfregando il tessuto pancreatico 
con glicerina. Qualche volta lo stesso enzima ha due o più 
nomi, oppure due enzimi diversi hanno lo stesso nome. A 
causa di queste ambiguità e per il numero sempre maggio- 
re di nuovi enzimi che vengono identificati, è stato adotta- 
to per convenzione internazionale un sistema di nomen- 
clatura e di classificazione degli enzimi. Questo sistema di- 
vide gli enzimi in sei classi principali, ognuna suddivisa in 
sottoclassi in base al tipo di reazione chimica catalizzata 
(Tabella 6.3). Ogni enzima ha un numero di classificazio- 
ne a quattro cifre e un nome sistematico, che identifica la 
reazione catalizzata. Per esempio, il nome sistematico for- 
male dell’enzima che catalizza la reazione 


ATP + p-glucosio + ADP + p-glucosio 6-fosfato 


è ATP glucosio fosfotrasferasi e indica che l'enzima cata- 
lizza il trasferimento di un gruppo fosforico dall’ATP al 
glucosio. Il suo numero di classificazione (numero di E.C., 
Enzyme Commission number) è 2.71.1; la prima cifra (2) in- 
dica il nome della classe (trasferasi); la seconda cifra (7), 
la sottoclasse (fosfotrasferasi); la terza cifra (1), una fo- 
sfotrasferasi con un gruppo ossidrilico come accettore; la 
quarta cifra (1), il p-glucosio come accettore del gruppo 
fosforico. Quando il nome di un enzima diventa lungo o 
scomodo da usare, può essere sostituito da un nome cor- 
rente, in questo caso “esochinasi”. Pelenco completo, con 
la descrizione delle migliaia di enzimi noti, è conservato 
dal Nomenclature Committee of the International Union 
of Biochemistry and Molecular Biology (www.chem.qmul. 
ac.uk/iubmb/enzyme). Lo scopo di questo capitolo è so- 
stanzialmente quello di analizzare i principi e le proprie- 
tà comunia tutti gli enzimi. 


MI Tabella 6.3 Classificazione internazionale degli enzimi 


Nome 
della classe 


Numero 


della classe Tipo di reazione catalizzata 
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SOMMARIO 6.1 
Introduzione agli enzimi 

e La vita dipende da potenti e specifici catalizzatori: gli 
enzimi. Quasi tutte le reazioni biochimiche sono cata- 
lizzate da enzimi. 

e A eccezione di alcuni RNA catalitici, tutti gli enzimi co- 
nosciuti sono proteine. Molti di essi richiedono coenzi- 
mi o cofattori per la loro funzione catalitica. 

e La classificazione degli enzimi si basa sul tipo di reazio- 
ne catalizzata. A ogni enzima corrispondono un nume- 
ro E.C. e un nome formali; molti enzimi hanno anche 
nomi comuni. 


Come lavorano gli enzimi 


La catalisi enzimatica delle reazioni è un processo essen- 
ziale per gli organismi viventi. Nelle condizioni biologiche, 
le reazioni non catalizzate tendono a essere troppo lente; la 
maggior parte delle molecole biologiche è abbastanza sta- 
bile a pH neutro, a temperatura ambiente e nell'ambiente 
acquoso presente all’interno delle cellule. Inoltre, molte 
reazioni biochimiche comuni sono processi che possono 
essere non spontanei o improbabili nell'ambiente cellula- 
re, come la formazione transitoria di un intermedio cata- 
litico instabile o la collisione tra due o più molecole con 
un certo orientamento, essenziale per la reazione. Le rea- 
zioni necessarie per digerire le sostanze nutrienti, per in- 
viare segnali nervosi o per contrarre un muscolo non av- 
vengono a una velocità sufficiente se non sono catalizzate. 

Un enzima supera questi problemi generando un am- 
biente specifico in cui una data reazione è energeticamen- 
te favorita. Una caratteristica delle reazioni catalizzate da- 
gli enzimi è proprio quella di avvenire all’interno dei con- 
fini di una tasca dell’enzima chiamata sito attivo (Figura 
6.1). La molecola che si lega al sito attivo e su cui l'enzima 
agisce è detta substrato. La superficie di un sito attivo è ri- 
vestita da residui amminoacidici i cui gruppi funzionali co- 
stituenti legano il substrato e catalizzano la reazione chimi- 
ca. Spesso il sito attivo ingloba un substrato, sequestrandolo 
completamente dalla soluzione. La formazione del comples- 
so enzima-substrato, proposta per la prima volta da Charles- 
Adolphe Wurtz nel 1880, è essenziale per la catalisi ed è an- 
che il punto di partenza per l'elaborazione matematica che 
definisce il comportamento cinetico delle reazioni cataliz- 
zate da enzimi e per la descrizione teorica del meccanismo 
d’azione degli enzimi. 


Scissione dei legami C—C, C—O, CN o di altro tipo attraverso l'eliminazione, lasciando i doppi legami 


1 Ossidoreduttasi Trasferimento di elettroni (ioni idruro o atomi di H) 
2 Trasferasi Reazioni di trasferimento di gruppi funzionali 
3 Idrolasi Reazioni di idrolisi (trasferimento di gruppi funzionali all'acqua) 
4 Liasi 
o gli anelli, o l'aggiunta di gruppi ai doppi legami 
5 Isomerasi Trasferimento di gruppi all’interno di molecole per formare isomeri 
6 Ligasi 


di ATP o cofattori simili 


Formazione di legami C—C, C—S, C_O e CN mediante reazioni di condensazione accoppiate alla scissione 
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Residui 

amminoacidici 
chiave 

del sito attivo 


Figura 6.1 Legame di un substrato al sito attivo di un enzima. 
L'enzima mostrato è la chimotripsina, col substrato legato (PDB ID 
7GCH). Alcuni residui importanti nel sito attivo sono indicati dalla 
macchia rossa sulla superficie dell'enzima. 


e Glienzimi modificano la velocità delle reazioni, 
non gli equilibri 
Una semplice reazione enzimatica può essere scritta: 


B+$ ES EP==E+P (6.1) 


dove E, S e P rappresentano rispettivamente l’enzima, il 
substrato e il prodotto. ES ed EP sono i complessi transito- 
ri dell'enzima con il substrato e con il prodotto. 

Per comprendere i meccanismi di catalisi dobbiamo pri- 
ma essere in grado di distinguere tra equilibrio chimico e 
velocità di reazione. La funzione di un catalizzatore è quel- 
la di aumentare la velocità di una reazione. I catalizzatori 
non modificano però gli equilibri delle reazioni. (Si ricordi 
che una reazione è all’equilibrio quando non vi sono cam- 
biamenti netti nelle concentrazioni dei reagenti o dei pro- 
dotti.) Qualsiasi reazione, come S == B può essere descrit- 
ta dal grafico della coordinata di reazione (Figura 6.2), che 
analizza le variazioni energetiche che avvengono nel corso 
della reazione. Come abbiamo visto nel Capitolo 1, nei si- 
stemi biologici l'energia viene espressa in termini di ener- 
gia libera, G. Nel grafico della coordinata, l’energia libera di 
un sistema viene analizzata in funzione del procedere del- 
la reazione (la coordinata di reazione). Il punto di parten- 
za per la reazione in un senso o nel senso opposto è defini- 
to stato basale e corrisponde al contributo di energia libe- 
ra fornito al sistema da una molecola (S o P) in ben definite 
condizioni (e quindi il valore medio di energia di quella po- 
polazione di molecole). 


59 Per descrivere la variazione di energia libera della 


reazione, i chimici hanno definito un gruppo di condizio- 
ni standard (temperatura: 298 K; pressione parziale di ogni 
gas: 1 atm o 101,3 kPa; concentrazione di ogni soluto: 1 M); 
la variazione di energia libera a cui il sistema può anda- 
re incontro in queste condizioni è indicata come AG°, la 
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variazione di energia libera standard. Poiché nei siste- 
mi biologici la concentrazione degli ioni H* è molto lon- 
tana dall’essere 1 m, i biochimici hanno definito la varia- 
zione di energia libera standard biochimica, indicata 
con AG”°, cioè la variazione di energia libera standard a 
pH 7; questo termine verrà utilizzato sempre in questo te- 
sto. Una definizione più completa di AG'° è riportata nel 
Capitolo 13. 


Lequilibrio tra S e P dipende dalla differenza tra i li- 
velli di energia libera dei due composti ai loro stati basa- 
li. Nell'esempio mostrato nella Figura 6.2 l'energia libe- 
ra dello stato basale di P è minore di quella di S, quindi 
il AG'° della reazione è negativo (la reazione è esoergo- 
nica) e all’equilibrio c’è più P che S (l'equilibrio favori- 
sce P). Questo equilibrio non viene modificato da un ca- 
talizzatore. 

Se un equilibrio è favorevole non significa però che la 
velocità della conversione di S in P sia elevata. La velocità 
di una reazione dipende da un parametro completamente 
diverso. Tra S e P esiste una barriera energetica che corri- 
sponde all’energia libera necessaria ad allineare i gruppi 
reagenti, a formare cariche transitorie instabili, a riorga- 
nizzare legami e a produrre altre trasformazioni che ser- 
vono alla reazione per procedere in una delle due direzio- 
ni. Questa barriera è illustrata dall'andamento dell’ener- 
gia nel grafico della coordinata di reazione, che ricorda 
una collina, com’è mostrato nelle Figure 6.2 e 6.3. Perché 
possa avvenire la reazione le molecole devono superare 
questa barriera e quindi devono raggiungere un livello 
energetico più elevato di quello basale. Al punto più alto 
della curva, la molecola ha la stessa probabilità di deca- 
dere verso S o verso P (entrambe le vie sono in discesa). 
Questo punto viene chiamato stato di transizione e non 
corrisponde a una specie chimica con una stabilità signi- 
ficativa, quindi non è da confondere con un intermedio 
della reazione (come ES o EP). È più semplicemente un 


Stato di transizione (#) 
O # 
S AG, mi 
2 + 
s AG» 
;S 
È - 
5 ) AG! 
MD Stato ||| 0 
P 
basale 
Stato 
basale 


Coordinata di reazione 


Figura 6.2 Grafico della coordinata di reazione di una reazione 
chimica. L'energia libera del sistema viene riportata in funzione del 
progredire della reazione S+ P. Un grafico di questo tipo descrive 

la variazione energetica durante il corso della reazione, e l'asse 
orizzontale (la coordinata di reazione) riflette il progredire della 
reazione (per esempio la formazione o la rottura di un legame) 

man mano che S viene convertito in P. Sono indicate le energie di 
attivazione AG* per le reazioni S> Pe P— S. AG'° è la variazione 
complessiva di energia libera standard nella direzione S+ P. 
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Figura 6.3 Confronto tra il grafico della coordinata di reazione 
di una reazione non catalizzata e di una reazione catalizzata da 
un enzima. Nella reazione S+ P gli intermedi ES ed EP sono presenti 
a livello di minimi energetici nella curva di progressione dell'energia 
associata alla reazione catalizzata da un enzima. I termini AG*,onatr e 
AG. corrispondono alle energie di attivazione della reazione non 
catalizzata e della reazione catalizzata. L'energia di attivazione è più 
bassa quando l'enzima catalizza la reazione. 


momento molecolare transitorio in cui alcuni eventi co- 
me la rottura di un legame, la formazione di un legame o 
la comparsa di una carica devono procedere fino a quel 
punto preciso in cui il composto acquista la probabilità 
di diventare il prodotto o ritornare al substrato. La diffe- 
renza tra i livelli di energia dello stato di base e dello sta- 
to di transizione è detta energia di attivazione (AG*). 
La velocità di una reazione dipende da questa energia di 
attivazione; un’elevata energia di attivazione corrispon- 
de a una bassa velocità della reazione. Le velocità delle 
reazioni possono essere aumentate alzando la tempera- 
tura (e/o la pressione), incrementando quindi il nume- 
ro di molecole che possono recuperare una quantità di 
energia sufficiente a superare la barriera energetica. L’e- 
nergia di attivazione può essere abbassata aggiungendo 
un catalizzatore (Figura 6.3). Il catalizzatore aumenta la 
velocità della reazione abbassando l’energia di attivazione. 

Gli enzimi non sfuggono alla regola fondamentale dei 
catalizzatori, e cioè che essi non alterano gli equilibri del- 
le reazioni a cui partecipano. Le frecce bidirezionali nel- 
la reazione chimica dell’Equazione 6.1 stanno a indicare 
che un enzima che catalizza la reazione S + P catalizza 
anche la reazione P+ S. Il suo ruolo è quello di accelerare 
l’interconversione tra S e P Lenzima non viene consumato 
durante questo processo e l'equilibrio resta inalterato. La 
reazione raggiunge però l'equilibrio molto più rapidamen- 
te quando è presente l’enzima, in quanto la velocità della 
reazione è molto superiore a quella normale. 

Questo principio generale può essere ulteriormente 
chiarito se consideriamo la reazione del saccarosio con l’os- 
sigeno per formare CO; e acqua: 


C12H220n + 120, == 12C0, + 11H,0 


Questa conversione, che avviene attraverso una serie di 
reazioni separate, ha un AG‘’° fortemente negativo e all’e- 
quilibrio la quantità di saccarosio rimasta è praticamen- 
te trascurabile. Il saccarosio però è un composto stabile, 
perché la barriera dell’energia di attivazione che deve 
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essere superata prima che esso reagisca con l’ossigeno è 
molto alta. Per questo motivo lo zucchero può rimanere 
in un contenitore in presenza di ossigeno per tempi lun- 
ghissimi senza reagire. Nelle cellule, invece, il saccarosio 
viene convertito in CO; e in acqua in presenza di ossige- 
no mediante una serie di reazioni catalizzate da enzimi. 
Questi enzimi non solo accelerano le reazioni, ma le or- 
ganizzano e le controllano in modo che l’energia liberata 
da questo processo possa essere recuperata in altre for- 
me e resa disponibile alla cellula per le sue funzioni. La 
sequenza di reazioni che porta alla demolizione completa 
del saccarosio (o di altri zuccheri) è la via primaria per la 
produzione di energia nelle cellule, e gli enzimi coinvolti 
fanno sì che la reazione proceda in una scala temporale 
biologicamente utile. 

In pratica, ogni reazione è costituita da diverse tappe, 
in cui si ha la formazione e la scomparsa di specie chimi- 
che transitorie chiamate intermedi di reazione”. Un in- 
termedio di reazione può essere definito come qualunque 
specie chimica che si forma lungo il percorso della rea- 
zione, che ha un tempo di vita finito (superiore a quello 
di una vibrazione molecolare, -10”! secondi). Quando la 
reazione S== P viene catalizzata da un enzima, i com- 
plessi ES ed EP sono intermedi stabili (Equazione 6.1); 
essi occupano i punti più bassi nella curva energetica del 
grafico della coordinata della reazione catalizzata (Figu- 
ra 6.3). Inoltre, nel caso di una reazione catalizzata da un 
enzima, spesso si formano intermedi chimici meno sta- 
bili. Quindi l’interconversione di due intermedi sequen- 
ziali costituisce una tappa della reazione. Quando in una 
reazione sono presenti più tappe, la velocità complessiva 
della reazione è determinata dalla tappa (o dalle tappe) 
con l’energia di attivazione più elevata, che viene detta 
tappa che limita la velocità (o più semplicemente limi- 
tante). Nel caso più semplice, la tappa che limita la velo- 
cità è quella che raggiunge l’energia più alta nel grafico 
della conversione di S in P. In pratica, la tappa che limita 
la velocità può variare con le condizioni in cui avviene la 
reazione, e per molti enzimi tappe diverse possono avere 
un'energia di attivazione molto simile, quindi sono tutte 
parzialmente limitanti. 

Le energie di attivazione sono sì delle barriere per le 
reazioni chimiche, ma sono ugualmente importanti per 
la vita. La velocità con cui una molecola va incontro a una 
particolare reazione diminuisce all'aumentare dell’ener- 
gia di attivazione. Se non esistesse questa barriera ener- 
getica, le macromolecole complesse potrebbero conver- 
tirsi spontaneamente in forme molecolari più semplici. 
Inoltre le strutture ordinate e complesse e i processi me- 
tabolici di ogni cellula non potrebbero esistere. Nel cor- 
so dell’evoluzione gli enzimi hanno sviluppato la capaci- 
tà di abbassare le energie di attivazione in modo selettivo 


soltanto per le reazioni necessarie per la sopravvivenza 
della cellula. 


* In questo capitolo i termini tappa e intermedio si riferiscono alle specie chimi- 
che che fanno parte di una reazione catalizzata da un singolo enzima. Nel conte- 
sto delle vie metaboliche in cui sono coinvolti numerosi enzimi (Parte 2), questi 
termini tendono ad assumere significati diversi. Una reazione enzimatica com- 
pleta viene spesso definita una “tappa” di una via, e il prodotto di una reazione 
enzimatica (che diventa il substrato dell’enzima successivo della via) viene de- 
finito “intermedio”. 
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e Lavelocità e gli equilibri delle reazioni hanno precise 
definizioni termodinamiche 

Gli equilibri delle reazioni sono strettamente correlati alla 
variazione di energia libera standard della reazione stes- 
sa, AG'°; la velocità di una reazione è invece correlata all’e- 
nergia di attivazione, AG*. La descrizione di queste rela- 
zioni termodinamiche è essenziale per comprendere co- 
me lavorano gli enzimi. 

Un equilibrio come S == P è descritto dalla sua co- 
stante di equilibrio, K.j, 0 semplicemente K (pagina 25). 
Nelle condizioni standard usate per confrontare i proces- 
si biochimici, la costante di equilibrio è indicata con K'y 
(o K'): 

P 


K'sq 3 IS] 


[bar 


(6.2) 


m_ 


Dalla termodinamica sappiamo che la relazione tra K'.j e 
AG'° può essere descritta dall’espressione: 


AG'° = -RTInK'a (6.3) 


dove R è la costante dei gas, 8,315 J/mole - K, e T è la tem- 
peratura assoluta, 298 K (25 °C). Equazione 6.3 verrà svi- 
luppata ed esaminata in dettaglio nel Capitolo 13. La co- 
stante di equilibrio è quindi direttamente proporzionale 
alla variazione complessiva di energia libera standard del- 
la reazione (Tabella 6.4). Un valore molto negativo di AG'° 
riflette un equilibrio favorevole di reazione (un equilibrio 
in cui la concentrazione del prodotto è più elevata di quel- 
la del substrato), ma non dà alcuna informazione sulla ve- 
locità a cui procede la reazione. 

La velocità di una reazione dipende dalla concentra- 
zione del reagente (o dei reagenti, detti anche reattanti) e 
da una costante di velocità, di solito indicata con la let- 
tera k. Per la reazione unimolecolare S+ Bla velocità del- 
la reazione, V, cioè la quantità di S che reagisce nell’unità 
di tempo, viene espressa dall’equazione della velocità: 


V= kIS] (6.4) 


In questa reazione la velocità dipende soltanto dalla con- 
centrazione di S ed essa viene detta reazione di primo ordi- 
ne. Il fattore k è una costante di proporzionalità che indica 
la probabilità che ha la reazione di avvenire in certe con- 
dizioni di temperatura, pH, ecc. Tale fattore è una costan- 


MI Tabella 6.4 Relazione tra K'.j e AG'° 


Kg AG'° (kJ/mole) 
106 34,2 
1075 28,5 
104 22,8 
1073 171 
1072 11,4 
10! 5,7 
1 0,0 
10! ug 
10° -11,4 
103 —171 
Nota: la relazione è stata calcolata dall’equazione AG'° = —RT In Kiq 


(Equazione 6.3). 
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te di velocità di primo ordine e viene espresso dal recipro- 
co del tempo (per esempio s_1). Se una reazione di primo 
ordine ha una costante k di 0,03 s_!, in termini qualitati- 
vi possiamo dire che il 3% della quantità di S disponibile 
viene convertito in P in 1 s. Una reazione con una costan- 
te di 2000 s! arriverà a compimento in qualche frazione 
di secondo. Se la velocità di una reazione dipende dalla 
concentrazione di due composti diversi, o se nella reazio- 
ne due molecole uguali reagiscono tra loro, la reazione è 
di secondo ordine e k è una costante di velocità di secon- 
do ordine, espressa in m! s!. Pequazione della velocità 
in questo caso diventa 


V = K[S:I[S2] (6.5) 


Dalla teoria dello stato di transizione è possibile ricavare 
un'espressione che metta in relazione il valore della co- 
stante di velocità con l’energia di attivazione: 


k= kT e AGURT (6.6) 
dove k è la costante di Boltzmann e h è la costante di 
Planck. A questo punto si può notare che la relazione tra 
la costante di velocità k e l’energia di attivazione AG* è in- 
versa ed esponenziale. In termini più semplici possiamo 
dire che più bassa è l’energia di attivazione, più alta sarà 
la velocità della reazione e viceversa. 

Possiamo ora passare da cosa fanno gli enzimi a come 
lo fanno. 


e  Ilpotere catalitico e la specificità degli enzimi dipendono 
da un limitato numero di principi 
Gli enzimi sono catalizzatori straordinari. aumento del- 
la velocità di una reazione determinato da un enzima può 
variare da 5 a 17 ordini di grandezza (Tabella 6.5). Gli en- 
zimi sono anche molto specifici e possono distinguere tra 
molecole molto simili. Come è possibile spiegare questo 
enorme aumento della velocità indotto dagli enzimi? Da 
dove arriva l’energia necessaria ad abbassare così drasti- 
camente l’energia di attivazione di una specifica reazione? 
Le risposte a queste domande sono costituite da due 
parti tra loro interconnesse. La prima è il riarrangiamen- 
to di legami covalenti che si ha durante una reazione ca- 
talizzata. Tra i gruppi funzionali del substrato e dell’enzi- 
ma (le catene laterali di alcuni amminoacidi, gli ioni me- 
tallici e i coenzimi) hanno luogo molti tipi di reazioni chi- 
miche. I gruppi funzionali catalitici di un enzima possono 
formare un legame covalente transitorio con il substrato, 


BM Tabella 6.5 L'aumento della velocità prodotto 
da alcuni enzimi 


Ciclofillina 10° 
Anidrasi carbonica 107 
Triosio fosfato isomerasi 10° 
Carbossipeptidasi A 10! 
Fosfoglucomutasi 101% 
Succinil-CoA trasferasi 108 
Ureasi 1014 
Orotidina monofosfato decarbossilasi 10!” 
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rendendolo più attivo e reattivo, oppure un gruppo può 
essere trasferito momentaneamente dal substrato all’en- 
zima. In molti casi queste reazioni avvengono nel sito atti- 
vo degli enzimi. Le interazioni covalenti tra enzimi e sub- 
strato sono in grado di abbassare l'energia di attivazione 
(e quindi di accelerare una reazione) generando una via 
alternativa a bassa energia per la reazione. 

I tipi specifici di riarrangiamenti che si verificano sono 
descritti nella Sezione 6.4. 

La seconda parte della risposta sta nelle interazioni non 
covalenti che si instaurano tra enzima e substrato. Si ricor- 
di che le interazioni deboli non covalenti (Capitolo 4) aiu- 
tano la stabilizzazione della struttura di una proteina e le 
interazioni proteina-proteina. Queste interazioni sono es- 
senziali anche per la formazione dei complessi tra le pro- 
teine e le piccole molecole, compresi i substrati degli enzi- 
mi. Molta dell’energia che serve ad abbassare l'energia di 
attivazione deriva dalle interazioni deboli e non covalenti 
che si instaurano tra il substrato e l'enzima. Il fattore che 
distingue gli enzimi da tutti gli altri catalizzatori è la for- 
mazione di uno specifico complesso ES. L'interazione tra 
il substrato e l'enzima in questo complesso è mediata dal- 
le stesse forze che stabilizzano la struttura delle proteine, 
come i legami idrogeno e le interazioni idrofobiche e ioni- 
che (Capitolo 4). La formazione di ogni interazione debole 
nel complesso ES è accompagnata da un piccolo rilascio di 
energia libera, da cui dipende il grado di stabilità dell’in- 
terazione. L’energia che si libera dalle interazioni enzima- 
substrato viene detta energia di legame (AG). Il suo si- 
gnificato va oltre la semplice stabilizzazione dell’intera- 
zione tra enzima e substrato. L'energia di legame è la fonte 
principale di energia libera usata dall’enzima per abbassare 
l'energia di attivazione della reazione. 

Diventa ora più facile capire in che modo gli enzimi 
usano l’energia che deriva dalla formazione di legami non 
covalenti se formuliamo due principi fondamentali, tra 
loro integrati. 


1. Il potere catalitico degli enzimi deriva sostanzialmente 
dall'energia rilasciata durante la formazione di molti 
legami e interazioni deboli tra il substrato e l'enzima. 
Questa energia di legame contribuisce sia alla specifi- 
cità sia alla catalisi. 

2. Le interazioni deboli diventano ottimali nello stato di 
transizione della reazione; i siti attivi non sono comple- 
mentari al substrato come tale, ma allo stato di transi- 
zione che il substrato deve raggiungere per convertir- 
si nel prodotto durante la reazione enzimatica. 


Questi temi sono fondamentali per comprendere come 
lavorano gli enzimi, ed è a essi che ora rivolgeremo la no- 
stra attenzione. 


e  Leinterazioni deboli tra l'enzima e il substrato diventano 
ottimali nello stato di transizione 

In che modo un enzima utilizza l'energia di legame per ab- 
bassare l’energia di attivazione di una reazione? La forma- 
zione del complesso ES non è una spiegazione sufficien- 
te, anche se le prime considerazioni sul meccanismo degli 
enzimi sono partite proprio da quest'idea. Gli studi con- 
dotti da Emil Fischer nel 1894 sulla specificità enzimatica 
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NADP* 


Tetraidrofolato 


Figura 6.4 Complementarità tra la forma del substrato e quella 
del sito attivo di un enzima. L'enzima diidrofolato reduttasi in 
forma libera e legato al suo substrato NADP*. Un altro substrato, il 
tetraidrofolato, è sempre legato all’enzima (PDB ID 1RA2). In questo 
modello il NADP* si lega in una tasca complementare alla sua forma 
e alle sue proprietà ioniche. In questo caso l'interazione enzima- 
substrato è in accordo con l'ipotesi “chiave-serratura” di Emil Fischer 
sul meccanismo d'azione degli enzimi. In realtà la complementarità 
tra la proteina e il ligando (in questo caso il substrato) non è mai così 
perfetta, come abbiamo visto nel Capitolo 5. 


gli consentirono di ipotizzare che gli enzimi fossero strut- 
turalmente complementari al loro substrato e che quindi i 
due elementi si adattassero l’uno all’altro esattamente co- 
me una “chiave” alla sua “serratura” (Figura 6.4). Quest’i- 
dea, cioè di un'interazione specifica (esclusiva) mediata 
da superfici molecolari con forme complementari, ha in- 
fluenzato notevolmente lo sviluppo della biochimica e rap- 
presenta una spiegazione attendibile per molti processi 
biochimici. Tuttavia, l’ipotesi “chiave-serratura” può esse- 
re non corretta quando si applica alla catalisi enzimatica. 
Un enzima assolutamente complementare al suo substra- 
to potrebbe essere un “cattivo” enzima. 

Consideriamo una reazione immaginaria: la rottura di 
una barretta di metallo. La reazione non catalizzata è mo- 
strata nella Figura 6.5a. Esaminiamo ora due ipotetici en- 
zimi - due “metallasi” - in grado di catalizzare la reazione; 
entrambi usano forze magnetiche al posto dell’energia di 
legame degli enzimi reali. Vediamo prima un enzima del 
tutto complementare al substrato (Figura 6.5b). Il sito at- 
tivo della metallasi è una tasca rivestita di magneti. Per- 
ché possa reagire (rompersi), la barretta di metallo deve 
raggiungere lo stato di transizione della reazione. La bar- 
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(a) Senza enzima 


* 
Substrato Stato di transizione Prodotti ©, 
(barretta di metallo) (barretta piegata) (barretta rotta) E AG ron cat 
2 
:S 
OS $$ O E EE peelfialaiaiziatA (ala 
[d3) 
P 


(b) Complementarità tra enzima e substrato 


viali 
® si 
/ Enzima È AG* on 1A 
Magneti Ci AGF cat 
«—_ Pochi. 2 Pa. cel cl sai 
(a prodotti A 
ES P AG 


(c) Complementarità tra enzima e stato di transizione 


Figura 6.5 Un enzima immaginario (“metallasi”) che catalizza 
la rottura di una barretta di metallo. (a) Per essere rotta, la barretta 
deve prima essere piegata (lo stato di transizione). Nei due esempi 
con la metallasi le interazioni magnetiche sostituiscono le interazioni 
con legami deboli enzima-substrato. (b) Un enzima con una tasca 
rivestita da magneti complementare alla struttura della barretta (il 
substrato) stabilizzerà il substrato. Il piegamento della barretta sarà 
impedito dalle attrazioni magnetiche tra metallasi e barretta. (c) Un 
enzima con una tasca complementare allo stato di transizione della 
reazione favorirà la destabilizzazione della barretta, contribuendo 
quindi ad accelerare la reazione. Le interazioni magnetiche forniscono 


retta si adatta così bene al sito attivo che non può piegar- 
si, in quanto il movimento di piegatura eliminerebbe parte 
delle interazioni con i magneti. Un enzima di questo gene- 
re impedisce che avvenga la reazione, in quanto si ha una 
stabilizzazione del substrato. Nel grafico della coordinata 
di reazione (Figura 6.5b) la formazione del complesso ES 
genera una depressione energetica molto profonda, da cui 
difficilmente il substrato potrebbe liberarsi. Questo enzi- 
ma è quindi assolutamente inutile. 

La moderna teoria sulla catalisi enzimatica fu proposta 
per la prima volta da Michael Polanyi (1921) e J.B.S. Hal- 
dane (1930), ed elaborata in seguito da Linus Pauling nel 
1946 e da William P. Jencks negli anni ’70: per poter cata- 
lizzare una reazione, un enzima deve essere complemen- 
tare allo stato di transizione della reazione. Ciò significa che 
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l'energia necessaria a compensare l'aumento di energia libera richiesto 
per piegare la barretta. | grafici della coordinata di reazione (a destra) 
mostrano le conseguenze energetiche della complementarità tra 
enzima e substrato o tra enzima e stato di transizione (i complessi EP 
non sono stati indicati). Il termine AGy rappresenta la differenza in 
energia libera tra lo stato di transizione della reazione non catalizzata 
e quello della reazione catalizzata, fornita dalle interazioni magnetiche 
tra la barretta e la metallasi. Quando l'enzima è complementare al 
substrato come in (b), il complesso ES è più stabile e nello stato basale 
possiede meno energia libera del substrato. Il risultato è un aumento 
dell'energia di attivazione. 


le interazioni diventano ottimali solo quando il substrato 
raggiunge lo stato di transizione. La Figura 6.5c mostra co- 
me può agire un enzima. La barretta di metallo si lega, ma 
per la formazione del complesso ES vengono usate soltan- 
to poche interazioni magnetiche. Il substrato legato deve 
andare incontro a un aumento della sua energia libera, ne- 
cessario per raggiungere lo stato di transizione. Ora, però, 
l'aumento di energia necessario per piegare la barretta e 
portarla in uno stato prossimo alla rottura viene “pagato” 
dalle interazioni magnetiche che si formano tra l'enzima 
e il substrato nello stato di transizione. Molte di queste in- 
terazioni coinvolgono parti della barretta distanti dal pun- 
to della rottura; quindi le interazioni tra la “metallasi” e le 
parti non reattive della barretta forniscono l'energia uti- 
lizzata poi per la catalisi della rottura della barretta stessa. 
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Questo “pagamento energetico” abbassa considerevolmen- 
te l'energia di attivazione e rende la reazione più veloce. 

Un vero enzima utilizza principi analoghi. Nel comples- 
so ES si formano alcune interazioni deboli, ma tutte le pos- 
sibili interazioni si generano soltanto quando il substrato 
raggiunge lo stato di transizione. Eenergia libera (energia 
di legame) rilasciata durante la formazione di queste in- 
terazioni controbilancia almeno in parte l’energia neces- 
saria per arrivare in cima alla curva energetica. La somma 
dell’energia di attivazione AG* positiva, e quindi sfavore- 
vole, e dell’energia di legame (AG}), negativa e favorevole, 
porta a un abbassamento dell’energia di attivazione netta 
(Figura 6.6). Anche se si forma legato all’enzima, lo stato 
di transizione non è una specie stabile, ma rappresenta 
una forma di substrato che per un breve spazio di tempo 
si viene a trovare in cima alla curva energetica. La reazio- 
ne catalizzata da un enzima è molto più veloce di quella 
non catalizzata, in quanto la curva energetica è più bassa. 
Il principio importante che possiamo ricavare è: le intera- 
zioni deboli di legame tra l'enzima e il substrato rappresen- 
tano la principale forza trainante della catalisi. I gruppi del 
substrato coinvolti in queste interazioni deboli devono es- 
sere a una certa distanza dai legami che si devono rompe- 
re o modificare. Le interazioni deboli che si formano sol- 
tanto nello stato di transizione sono quelle che contribui- 
scono maggiormente alla catalisi. 

La necessità di avere numerose interazioni deboli per 
guidare la catalisi è una delle ragioni per cui gli enzimi (e 
alcuni coenzimi) sono così grandi. enzima deve fornire 
i gruppi funzionali per le interazioni ioniche, o di altro ti- 
po, e i legami idrogeno, e inoltre deve stabilire la loro giu- 
sta posizione, in modo che l’energia di legame diventi otti- 
male durante lo stato di transizione. L’inserimento corretto 
viene raggiunto grazie al posizionamento del substrato in 
una cavità (sito attivo), dove è di fatto allontanato dall’ac- 
qua. Le dimensioni delle proteine riflettono la necessità 
di creare superstrutture idonee a consentire ai gruppi in- 
teragenti il corretto posizionamento e di impedire alla ca- 
vità di collassare. 


Energia libera, G 


Coordinata di reazione 


Figura 6.6 Ruolo dell'energia di legame nella catalisi. Per 
abbassare l'energia di attivazione di una reazione, il sistema deve 
acquisire una quantità di energia corrispondente alla diminuzione di 
AGÈ. Gran parte di questa energia deriva dall'energia di legame AGg 
resa disponibile dalle interazioni deboli non covalenti tra il substrato 
e l'enzima durante la formazione dello stato di transizione. Il ruolo del 
AGg è analogo a quello del AGy nella Figura 6.5. 
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e L'energia di legame contribuisce alla specificità 

della reazione e alla catalisi 
Come possiamo dimostrare quantitativamente che l’ener- 
gia di legame è il principale responsabile dell'enorme ac- 
celerazione della velocità delle reazioni prodotta dagli en- 
zimi? Per rispondere a questa domanda bisogna fare rife- 
rimento all’Equazione 6.6, da cui si può calcolare che AG* 
dovrebbe essere abbassato di 5,7 kJ/mole per accelerare 
una reazione di primo ordine di un fattore pari a dieci vol- 
te, nelle condizioni presenti comunemente nelle cellule. 
Penergia disponibile dalla formazione di un singolo lega- 
me debole è in genere stimata tra 4 e 30 kJ/mole. L’ener- 
gia complessiva che si può ottenere dalla formazione di un 
certo numero di queste interazioni abbassa l'energia di at- 
tivazione di 60-100 kJ/mole, quantità sufficiente a spiega- 
re il grande aumento della velocità osservato nelle reazio- 
ni catalizzate da molti enzimi. 

La stessa energia di legame che favorisce la catalisi de- 
termina anche la specificità dell'enzima, cioè la capacità 
di discriminare tra il substrato e molecole simili. In teoria 
sembra abbastanza facile distinguere il concetto di speci- 
ficità da quello di catalisi. Le cose sono invece molto più 
complicate a livello sperimentale, in quanto specificità e 
catalisi derivano dallo stesso fenomeno. Se il sito attivo 
di un enzima possiede gruppi funzionali disposti in mo- 
do da formare diverse interazioni ottimali con un dato 
substrato nello stato di transizione, l'enzima non sarà in 
grado di interagire altrettanto bene con un’altra moleco- 
la. Per esempio, se il substrato normale ha un gruppo os- 
sidrilico che forma un legame idrogeno con uno specifi- 
co residuo di Glu dell’enzima, qualsiasi molecola priva di 
questo particolare gruppo funzionale non sarà per l’enzi- 
ma un buon substrato. Se la molecola ha invece un grup- 
po funzionale in più per cui l'enzima non ha una tasca di 
contenimento o un sito di legame, essa verrà con molta 
probabilità esclusa dal sito attivo. In conclusione, anche 
la specificità deriva dalla formazione di una molteplici- 
tà di interazioni deboli tra l'enzima e la molecola del suo 
substrato specifico. 

L’importanza dell’energia di legame nella catalisi può 
essere dimostrata facilmente. Per esempio, l'enzima gli- 
colitico triosio fosfato isomerasi catalizza la conversione 
della gliceraldeide 3-fosfato in diidrossiacetone fosfato: 


Di =0 Hal — OH 
2 
HC —OH ===: C=0 
gl triosio fosfato | 
“CH30PO77 iSomerasi CH30PO5" 
Gliceraldeide Diidrossiacetone 
3-fosfato fosfato 


In questa reazione si ha uno scambio di atomi tra il grup- 
po carbonilico e il gruppo ossidrilico sui carboni 1 e 2. 
Tuttavia, più dell'80% dell’accelerazione della velocità 
enzimatica è dovuta alle interazioni enzima-substrato 
che coinvolgono il gruppo fosfato sul carbonio 3 del sub- 
strato. Questo meccanismo è stato determinato confron- 
tando la velocità della reazione catalizzata dall’enzima 
con gliceraldeide 3-fosfato oppure con gliceraldeide (sen- 
za gruppo fosfato in posizione 3) come substrato. 
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I principi generali enunciati in precedenza possono es- 
sere evidenziati in molti meccanismi catalitici. Questi non 
si escludono a vicenda, e un dato enzima può tranquilla- 
mente usarne diversi nel suo meccanismo d’azione. 

Consideriamo che cosa serve perché la reazione avven- 
ga. I fattori fisici e termodinamici di una reazione che con- 
tribuiscono a determinare il AG*, la barriera che rallenta 
la reazione, comprendono: (1) la riduzione dell’entropia, 
sotto forma di una diminuita libertà di movimenti delle 
due molecole in soluzione; (2) le molecole di acqua di sol- 
vatazione legate con legami idrogeno che circondano e sta- 
bilizzano le biomolecole in soluzioni acquose; (3) la distor- 
sione del substrato, che può avvenire in molte reazioni; 
(4) la necessità di raggiungere un corretto allineamento tra 
i gruppi funzionali catalitici dell'enzima. Penergia di lega- 
me può essere utilizzata per superare tutte queste barriere. 

In primo luogo, una notevole riduzione dei moti relati- 
vi dei due substrati che devono reagire tra loro, detta ridu- 
zione entropica, è uno degli aspetti vantaggiosi del lega- 
me dei substrati con l'enzima. energia di legame mantie- 
ne i substrati nella posizione e nell’orientamento corretti 
per la reazione; questo è uno dei contributi maggiori alla 
catalisi, in quanto le collisioni produttive tra due molecole 
in soluzione possono essere molto rare. I substrati si trova- 
no nel giusto allineamento con l’enzima grazie a numero- 
se interazioni deboli tra il substrato e gruppi dell'enzima 
disposti strategicamente sulla sua molecola, che servono 
a tenere nella corretta posizione le molecole dei substrati. 
Alcuni studi hanno dimostrato che riducendo i moti dei 
reagenti è possibile aumentare la velocità delle reazioni di 
molti ordini di grandezza (Figura 6.7). 

In secondo luogo, la formazione di legami deboli tra 
l’enzima e il substrato porta anche a una desolvatazione 
del substrato. Le interazioni enzima-substrato sostituisco- 
no la maggior parte dei legami idrogeno tra la molecola del 
substrato e le molecole di acqua che altrimenti impedireb- 
bero la reazione. 

In terzo luogo, l'energia di legame che coinvolge le inte- 
razioni deboli che si formano soltanto con lo stato di tran- 
sizione aiuta a compensare termodinamicamente qualsia- 
si stiramento o distorsione, soprattutto la redistribuzione 
degli elettroni cui può andare incontro il substrato duran- 
te la reazione. 

Infine, un enzima quando lega il substrato può anda- 
re incontro a una modificazione conformazionale, indot- 
ta dalle molteplici interazioni deboli che si generano tra 
proteina e ligando. Questo meccanismo, proposto da Da- 
niel Koshland nel 1958 e chiamato adattamento indot- 
to, può interessare una piccola parte dell'enzima in pros- 
simità del sito attivo, o anche un intero dominio. Di so- 
lito all’interno dell’enzima si determina una serie di pic- 
coli adattamenti, che portano il sito attivo nella corretta 
struttura. L'adattamento indotto ha lo scopo di posiziona- 
re i gruppi funzionali dell’enzima nell’orientamento cor- 
retto perché possa avvenire il processo catalitico. Questa 
variazione conformazionale del sito attivo permette an- 
che la formazione di interazioni deboli aggiuntive con lo 
stato di transizione. La nuova conformazione che l’enzi- 
ma viene così ad acquisire possiede una maggiore capa- 
cità catalitica. Come si è già visto, l'adattamento indotto 
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Figura 6.7 Aumento della velocità di una reazione mediante 
riduzione entropica. Sono mostrate le reazioni di un estere con 

un gruppo carbossilico deprotonato (carbossilato) che formano 
un'anidride. Il gruppo R è sempre lo stesso. (a) Per questa reazione 
bimolecolare, la costante di velocità k è di secondo ordine ed è 
espressa da m 's”. (b) Quando i due gruppi reagenti sono nella stessa 
molecola, e quindi hanno minore libertà di movimento, la reazione è 
molto più veloce. Per questa reazione unimolecolare, k è espressa da 
s"?. Dividendo la costante di velocità in (b) per quella in (a), vediamo 
che l'incremento della velocità è di circa 10° m. (L'aumento di velocità 
ha come unità le moli in quanto stiamo confrontando una reazione 
bimolecolare con una unimolecolare.) In altre parole, potremmo 

dire che se il reagente in (b) avesse una concentrazione di 1 m, i suoi 
gruppi reagenti si comporterebbero come se la loro concentrazione 
fosse 10° w. Si noti che in (b) il reagente ha un'elevata libertà di 
rotazione intorno a tre legami (indicata dalle frecce curve), ma questo 
rappresenta ugualmente una considerevole riduzione di entropia 
rispetto ad (a). Se i legami che ruotano in (b) sono ora bloccati come 
in (c), l'entropia è ulteriormente ridotta e la reazione è ancora più 
veloce, di un fattore di circa 10° m, rispetto ad (a). 


è una proprietà comune a tutte le proteine che legano re- 
versibilmente i loro ligandi (Capitolo 5), quindi è anche 
una proprietà di quasi tutti gli enzimi quando interagi- 
scono con i rispettivi substrati. 


e Specifici gruppi catalitici contribuiscono alla catalisi 

Per la maggior parte degli enzimi l’energia di legame che 
si ottiene dalla formazione del complesso ES è solo uno 
dei diversi elementi che partecipano al meccanismo cata- 
litico. Una volta che il substrato si è legato, un enzima può 
utilizzare diversi tipi di catalisi per facilitare la rottura o la 
formazione di un legame, sfruttando i suoi gruppi funzio- 
nali catalitici opportunamente disposti. Tra i meccanismi 
meglio caratterizzati vi sono la catalisi acido-base genera- 
le, la catalisi covalente e la catalisi da ioni metallici. Que- 
sti sono processi distinti da quelli basati sull’energia di le- 
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game, in quanto coinvolgono in genere interazioni cova- 
lenti transitorie con il substrato o il trasferimento di grup- 
pi dal o al substrato. 


Catalisi acido-base generale Il trasferimento di proto- 
ni è la reazione più comune in biochimica. Nel corso della 
maggior parte delle reazioni che avvengono all’interno di 
una cellula vengono trasferiti uno o più protoni. Molte rea- 
zioni biochimiche comprendono la formazione di interme- 
di instabili carichi che tendono a degradarsi rapidamente 
nelle loro specie costituenti, impedendo alla reazione di 
arrivare a compimento (Figura 6.8). Gli intermedi carichi 
possono essere stabilizzati mediante il trasferimento di un 
protone al o dal substrato o da un intermedio per formare 
specie chimiche che si convertono nei prodotti molto più 
facilmente dei reagenti. Gli effetti della catalisi operata da 
acidi o da basi vengono spesso studiati sfruttando modelli 
di reazioni non enzimatiche, in cui il trasferimento di un 
protone coinvolge i costituenti di una molecola di acqua 0 
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Figura 6.8 In che modo un catalizzatore può aggirare lo 
sviluppo di una carica sfavorevole durante la scissione di un 
legame ammidico. Nella figura è mostrata l’idrolisi di un legame 
ammidico, la stessa reazione catalizzata dalla chimotripsina e da altre 
proteasi. Lo sviluppo della carica è sfavorevole e può essere superato 
mediante la donazione di un protone da parte di H30* (catalisi acido- 
base specifica) oppure di HA (catalisi acido-base generale), dove HA 
rappresenta un qualsiasi acido. Analogamente, la carica può essere 
neutralizzata dalla sottrazione di un protone da parte di OH” (catalisi 
acido-base specifica) oppure di B: (catalisi acido-base generale), dove 
B: rappresenta qualsiasi base. 
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altri accettori o donatori deboli di protoni. La catalisi a cui 
partecipano ioni H* (H30*) oppure OH” presenti nell’ac- 
qua viene chiamata catalisi acido-base specifica. Se il 
protone viene trasferito tra un intermedio e l’acqua più 
velocemente di quanto l’intermedio si degradi nei reagen- 
ti, l'intermedio viene stabilizzato ogni volta che si forma; 
non vi saranno altri tipi di catalisi mediate da altri accet- 
tori o donatori di protoni. In molti casi l’acqua da sola non 
è sufficiente. Il termine catalisi acido-base generale si 
riferisce al trasferimento di protoni mediato da altre clas- 
si di molecole diverse dall’acqua, quali acidi e basi deboli. 
Nelle reazioni non enzimatiche che avvengono in soluzio- 
ne acquosa, l’aggiunta di acidi e di basi deboli induce un 
aumento della velocità solo quando l’intermedio instabi- 
le della reazione si degrada nei reagenti più rapidamen- 
te della velocità di trasferimento del protone dall’acqua o 
all’acqua. In queste condizioni numerosi acidi organici de- 
boli possono comportarsi da donatori di protoni al posto 
dell’acqua, oppure le basi organiche deboli possono agire 
da accettori di protoni. 

Nel sito attivo di un enzima, in cui l’acqua può non 
essere disponibile come accettore o donatore di protoni, 
le catalisi acido-base generali diventano di fondamenta- 
le importanza. Molte catene laterali di amminoacidi so- 
no in grado di svolgere la funzione di accettori o donatori 
di protoni (Figura 6.9). Questi gruppi possono far parte 
di un sito attivo e provvedere al trasferimento di proto- 
ni; questo processo determina un aumento della veloci- 
tà della reazione di un fattore variabile tra 10° e 10° vol- 
te. Questo tipo di catalisi è utilizzato da un gran numero 
di enzimi diversi. 


Residui 
amminoacidici 


Forma acida generale 
(donatore di protoni) 


Forma basica generale 
(accettore di protoni) 


Figura 6.9 Gli amminoacidi nella catalisi acido-base generale. 
Molte reazioni organiche che vengono utilizzate per simulare i 
processi biochimici sono favorite da donatori di protoni (catalisi acida 
generale) o da accettori di protoni (catalisi basica generale).1 siti attivi 
di alcuni enzimi contengono amminoacidi con gruppi funzionali, 
come quelli riportati nella figura, che possono partecipare ai processi 
catalitici come donatori o come accettori di protoni. 
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Catalisi covalente Nella catalisi covalente si forma un le- 
game covalente transitorio tra l'enzima e il substrato. Con- 
sideriamo l’idrolisi di un legame tra i gruppi A e B: 
H,0 
A-B_->A+B 
In presenza di un catalizzatore covalente (un enzima con 
un gruppo nucleofilo X:) la reazione diventa 


H,0 
A_B + X: >A-_X+B >A+X:+B 


Ciò altera l'andamento della reazione, ma ne risulta una 
catalisi solo se il nuovo percorso della reazione ha un’ener- 
gia di attivazione inferiore a quella della reazione non ca- 
talizzata. Entrambe le tappe del processo devono essere 
più veloci della reazione non catalizzata. Un certo nume- 
ro di catene laterali amminoacidiche, comprese tutte quel- 
le della Figura 6.9, e i gruppi funzionali di alcuni cofattori 
enzimatici possono fungere da nucleofili nella formazio- 
ne di legami covalenti con i substrati. Questi complessi co- 
valenti vanno sempre incontro a ulteriori trasformazioni, 
che rigenerano l’enzima libero. Il legame covalente che si 
forma tra l’enzima e il substrato può attivare un substra- 
to, inducendo un’altra reazione con un meccanismo spe- 
cifico per il particolare gruppo o coenzima. 


Catalisi da ioni metallici I metalli, sia legati saldamen- 
te all’enzima, sia prelevati dalla soluzione con il substrato, 
partecipano alla catalisi in diversi modi. Le interazioni io- 
niche tra un metallo legato all’enzima e il substrato posso- 
no contribuire a orientare il substrato e favorire la reazio- 
ne o stabilizzare uno stato di transizione in cui sono pre- 
senti cariche elettriche. Lutilizzo di interazioni deboli tra 
il metallo e il substrato è simile all’utilizzo dell'energia di 
legame enzima-substrato descritta in precedenza. I metalli 
possono anche mediare reazioni di ossidoriduzione trami- 
te variazioni reversibili del loro stato di ossidazione. Circa 
un terzo degli enzimi noti richiede per l’attività catalitica 
uno o più ioni metallici. 


La maggior parte degli enzimi combina diverse strategie 
catalitiche, in modo da aumentare la velocità delle reazio- 
ni. Un valido esempio è l’uso della catalisi covalente, del- 
la catalisi acido-base generale e della stabilizzazione dello 
stato di transizione nella reazione catalizzata dalla chimo- 
tripsina, trattata in dettaglio nella Sezione 6.4. 


SOMMARIO 6.2 
Come lavorano gli enzimi 

e Gli enzimi sono catalizzatori molto efficaci, normal- 
mente aumentano la velocità delle reazioni di un fatto- 
re tra 10° e 10!”. 

e Le reazioni catalizzate da enzimi sono caratterizzate 
dalla formazione di un complesso enzima-substrato 
(complesso ES). Il legame del substrato avviene a livel- 
lo di una tasca dell’enzima, chiamata sito attivo. 

* La funzione degli enzimi e di altri catalizzatori è di 
abbassare l’energia di attivazione, AG*, per una rea- 
zione e quindi di aumentare la velocità della reazio- 
ne. L'equilibrio della reazione non viene modificato 
dall’enzima. 
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® Una parte significativa dell’energia usata per aumentare 
la velocità enzimatica deriva da interazioni deboli (lega- 
mi idrogeno e interazioni ioniche e idrofobiche) tra enzi- 
ma e substrato. Il sito attivo dell’enzima è strutturato in 
modo da favorire la formazione di interazioni deboli tra 
enzima e stato di transizione, così da poter stabilizzare lo 
stato di transizione. La necessità di interazioni multiple 
è uno dei motivi della grande dimensione degli enzimi. 
Penergia di legame, AGg, viene utilizzata in diversi modi 
per compensare l’energia necessaria per l'attivazione, 
AG*. Per esempio, essa può essere usata per diminuire 
l'entropia del substrato, per la sua desolvatazione, oppu- 
re per indurre modificazioni conformazionali nell’enzi- 
ma (adattamento indotto). energia di legame è anche 
responsabile dell'elevata specificità degli enzimi per i 
loro substrati. 

e Altri meccanismi catalitici impiegati dagli enzimi 
comprendono la catalisi acido-base generale, la cata- 
lisi covalente e la catalisi da ioni metallici. La catalisi 
coinvolge spesso interazioni covalenti transitorie tra 
enzima e substrato, o il trasferimento di gruppi verso 
o dall’enzima, in modo da fornire una nuova via della 
reazione, a più bassa energia. In tutti i casi, una volta 
che la reazione è arrivata a compimento, l'enzima ri- 
torna nello stato iniziale, non legato al substrato. 


La cinetica enzimatica, un approccio 
alla comprensione del meccanismo 
di azione degli enzimi 


Per studiare il meccanismo d’azione degli enzimi purifi- 
cati vengono utilizzati diversi approcci sperimentali. A 
tale riguardo la conoscenza della struttura tridimensio- 
nale di una proteina enzimatica è fonte di numerose in- 
formazioni, che possono essere implementate dalla chi- 
mica classica delle proteine e dalla tecnica molto più mo- 
derna di mutagenesi sito-specifica (modificazioni della 
sequenza amminoacidica di una proteina con tecniche di 
ingegneria genetica; vedi la Figura 9.10). Questa tecnolo- 
gia consente agli enzimologi di esaminare la funzione di 
singoli amminoacidi nella struttura e nell’azione dell’en- 
zima. Lapproccio principale al problema resta sempre la 
determinazione della velocità della reazione e di come 
questa cambia in risposta a modificazioni dei parametri 
sperimentali, una metodica che va sotto il nome di cine- 
tica enzimatica. Analizzeremo ora le basi della cinetica 
delle reazioni catalizzate dagli enzimi; per studi più ap- 
profonditi bisognerà consultare i testi e gli articoli citati 
alla fine di questo capitolo. 


e Laconcentrazione del substrato modifica la velocità 
delle reazioni catalizzate dagli enzimi 

Uno dei fattori chiave che modificano la velocità di una 
reazione catalizzata da un enzima purificato è la concen- 
trazione del substrato, [S]. Però lo studio degli effetti del 
substrato è complicato dal fatto che [S] varia durante il 
corso di una reazione, man mano che il substrato viene 
convertito in prodotto. Per eliminare questo problema 
in esperimenti di cinetica si può valutare la velocità ini- 
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Concentrazione del prodotto, [P] 


Tempo 


Figura 6.10 Velocità iniziali delle reazioni catalizzate da enzimi. 
Un ipotetico enzima catalizza la reazione S== P, ed è presente a una 
concentrazione sufficiente per catalizzare la reazione a una velocità 
massima, Vmaxg di 1 piw/min. La costante di Michaelis, K, (spiegata 

nel testo), è 0,5 um. Sulle curve è indicata la concentrazione del 
substrato: la curva intermedia è la risultante delle determinazioni 
ottenute quando [S] = Km. La velocità della reazione catalizzata 
dall'enzima diminuisce in funzione della trasformazione del substrato 
in prodotto. La tangente a ciascuna curva che passa per iltempo 0 


ziale, indicata con la sigla Vo (Figura 6.10). In una tipi- 
ca reazione l’enzima è presente in quantità nanomolari, 
mentre [S] può essere più elevata di 5 o 6 ordini di gran- 
dezza. Se il tempo in cui si effettua la misura è sufficien- 
temente breve (in genere non più dei primi 60 secondi) e 
subito all’inizio della reazione, la variazione di [S] è limi- 
tata a una piccola percentuale, e quindi [S] resta presso- 
ché costante. La velocità iniziale può essere valutata va- 
riando [S], come stabilito dal ricercatore. L'effetto della 
variazione di [S] su Vo quando la concentrazione dell’en- 
zima viene mantenuta costante è mostrato nella Figura 
6.11. A concentrazioni relativamente basse di substrato, 
Vo aumenta praticamente in modo lineare con l’aumen- 
to di [S|]. A concentrazioni di substrato più elevate, V, au- 
menta in misura sempre minore in funzione dell’aumen- 
to di [S]. Alla fine si arriva a un punto in cui gli aumen- 
ti di V, in funzione di [S] diventano di entità sempre mi- 


Velocità iniziale, Vo (LM/min) 


Kn 


Concentrazione del substrato, [S] (mM) 
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nore. In questa regione più piatta della curva la velocità 
della reazione si avvicina alla velocità massima, V,nax- 
Il complesso ES è la chiave per la comprensione del 
comportamento cinetico degli enzimi, esattamente co- 
me rappresenta il punto di partenza della discussione sul- 
la catalisi. Fandamento cinetico, riportato nella Figura 
6.11, spinse nel 1903 Victor Henri, sulla scia degli studi 
di Wurtz, a proporre che un enzima si potesse combinare 
con una molecola del suo substrato per formare un com- 
plesso ES, la tappa necessaria per iniziare la catalisi. Que- 
sta idea diventò una teoria generale sull'azione degli en- 
zimi nel 1913, a opera in particolare di Leonor Michaelis 
e Maud Menten. Essi ipotizzarono che l’enzima per prima 
cosa si combinasse in modo reversibile con il substrato, 
formando il complesso enzima-substrato in una tappa re- 
lativamente veloce e reversibile: 
ki 
E+S== ES 
1 


(6.7) 


Il complesso ES si decompone poi in una seconda tappa 
più lenta, che produce l’enzima libero e il prodotto del- 
la reazione P: 
ky 
ES=-="E+P 
k_z 


(6.8) 


La seconda reazione (Equazione 6.8) è più lenta e quindi 
limita la velocità della reazione complessiva. La velocità 
della reazione complessiva deve quindi essere proporzio- 
nale alla concentrazione delle specie chimiche che reagi- 
scono nella seconda tappa, e cioè a ES. 


Feel. 


Maud Menten, 
1879-1960 


Leonor Michaelis, 
1875-1949 


Figura 6.11 Effetto della concentrazione del substrato sulla 
velocità iniziale della reazione catalizzata da un enzima. La 
velocità massima, Vmax è stata estrapolata in quanto V si avvicina, 
ma non raggiunge mai Vmay. La concentrazione del substrato alla 
quale V, è pari alla metà della Va Corrisponde a Km, la costante di 
Michaelis. La concentrazione dell'enzima in un esperimento come 
questo è in genere molto bassa e quindi [S] >> [E], anche quando 
[S] è bassa o relativamente bassa. Le unità riportate nella figura 
sono quelle tipiche delle reazioni catalizzate da enzimi e servono a 
illustrare meglio il significato di V, e [S]. (Si noti che la curva descrive 
parte di un'iperbole rettangolare, con un asintoto a Vmayx. Se la curva 
fosse continuata al di sotto di [S] = 0, si sarebbe avvicinata a un 
asintoto verticale a [S] = —Km). 
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In qualsiasi istante di una reazione catalizzata l'enzima 
è presente in due forme, quella libera E e quella combina- 
ta con il substrato ES. Quando la concentrazione di sub- 
strato [S] è bassa, la maggior parte dell’enzima sarà nella 
forma libera E. Quindi la velocità è proporzionale a [S] dal 
momento che, in base all’equilibrio considerato nell’Equa- 
zione 6.7 man mano che [S] tende ad aumentare viene fa- 
vorita la formazione del complesso ES. La velocità iniziale 
massima della reazione catalizzata (Vay) Si osserva quan- 
do praticamente tutto l’enzima è presente nella forma di 
complesso ES e la concentrazione di E libero diventa tra- 
scurabile. In queste condizioni l’enzima è “saturato” con il 
suo substrato e quindi ulteriori aggiunte di substrato non 
avranno effetti sulla velocità della reazione. Questa con- 
dizione si ha però quando |[S] è sufficientemente elevata 
da mantenere sempre tutto l’enzima nella forma di com- 
plesso ES. Quando il complesso ES si dissocia e si forma 
il prodotto B, enzima torna libero e pronto a iniziare un 
altro ciclo catalitico (in condizioni di saturazione questo 
processo procede molto rapidamente). L'effetto saturante 
del substrato è una proprietà caratteristica dei catalizza- 
tori enzimatici ed è responsabile dell’appiattimento della 
curva che si osserva nella Figura 6.11. Questo comporta- 
mento viene detto anche cinetica di saturazione. 

Quando l’enzima viene prima mescolato con un gran- 
de eccesso di substrato, vi è un periodo iniziale, chiamato 
stato pre-stazionario, durante il quale avviene la forma- 
zione di ES. In genere questo periodo è troppo breve per 
poter essere osservato, poiché dura solo microsecondi, e 
nella Figura 6.10 non è evidenziato. La reazione raggiunge 
rapidamente lo stato stazionario, in cui [ES] (come pure 
la concentrazione di qualunque altro intermedio) rimane 
approssimativamente costante nel tempo. Il concetto di 
stato stazionario è stato introdotto da G.E. Briggs e J.B.S. 
Haldane nel 1925. La Vo misurata in genere riflette lo sta- 
to stazionario, anche se Vo è limitata ai primi istanti della 
reazione. Questo tipo di analisi viene detto cinetica del- 
lo stato stazionario. 


e Larelazione tra concentrazione del substrato e velocità 
della reazione enzimatica può essere espressa in modo 
quantitativo 

La curva che esprime la relazione tra [S] e Vo (Figura 6.11) 

ha lo stesso andamento nella maggior parte degli enzimi 

(è simile a un’iperbole rettangolare) ed è espressa algebri- 

camente dall’equazione di Michaelis-Menten. I due stu- 

diosi formularono questa equazione partendo dall’ipotesi 

di base che la tappa limitante di una reazione enzimatica 

fosse la demolizione del complesso ES per formare l’enzi- 

ma libero e il prodotto. Lequazione è: 


= Vinax [S] 
°  Kn+ IS] 


® (69) 


I termini importanti sono [S], Vo, Vmax € una costante det- 
ta costante di Michaelis o K,. Tutti questi termini posso- 
no essere valutati sperimentalmente. 

Cerchiamo ora di sviluppare la logica di base e le tap- 
pe algebriche di una derivazione moderna dell’equazio- 
ne di Michaelis-Menten che comprenda anche il principio 
dello stato stazionario introdotto da Briggs e Haldane. La 
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derivazione inizia con le due reazioni di base di formazio- 
ne e di demolizione del complesso ES (Equazioni 6.7 e 6.8). 
Nei primi momenti della reazione la concentrazione del 
prodotto, [P], è molto bassa e quindi possiamo semplifi- 
care l'equazione, supponendo che la velocità della reazio- 
ne inversa P— S (descritta dalla costante k_,) sia trascura- 
bile e si possa ignorare. La reazione complessiva si riduce a 
ki 


E+S==ES-5E+P 
n 


(6.10) 


V dipende dalla demolizione di ES per dare origine al pro- 
dotto e quindi è direttamente proporzionale a [ES]: 


Vo = ks [ES] (6.11) 


Dato che il termine [ES] nell’Equazione 6.11 non è facil- 
mente misurabile, dobbiamo trovare un'espressione al- 
ternativa. Per prima cosa possiamo introdurre il termine 
[Ex], che rappresenta la concentrazione totale di enzima 
(la somma dell’enzima libero e di quello legato al substra- 
to). La quantità di enzima libero può essere indicata da 
[Ex] — [ES]. Poiché inoltre [S] è sempre molto più gran- 
de di [E;], la quantità di substrato legata all’enzima è tra- 
scurabile rispetto a quella totale. Tenendo presenti questi 
concetti, possiamo ricavare un’espressione per la V, con- 
tenente parametri facilmente valutabili attraverso le tap- 
pe illustrate di seguito. 


Tappa 1 Le velocità di formazione e di demolizione del 
complesso ES sono determinate dalle tappe governate dal- 
le costanti di velocità kj (formazione) e k_j + k; (costanti 
di velocità che corrispondono rispettivamente alla scissio- 
ne del complesso [ES] verso la formazione dei reagenti e 
verso la formazione dei prodotti), in base alle espressioni 


Velocità di formazione di ES = kj ([E.] — [ES]) IS] (6.12) 


Velocità di demolizione di ES = k_1 [ES] + k; [ES] (6.13) 


Tappa 2 Bisogna fare ora una assunzione importante: la 
velocità iniziale della reazione riflette uno stato stazio- 
nario in cui [ES] è costante; in queste condizioni la ve- 
locità di formazione di ES diventa uguale a quella della 
sua demolizione. Questa assunzione si chiama assunzio- 
ne dello stato stazionario. Allo stato stazionario, quin- 
di, le espressioni delle Equazioni 6.12 e 6.13 possono es- 
sere uguagliate: 


i ([E] — [ES)[S] = k_1 [ES] + kx [ES] (6.14) 
Tappa 3 Risolviamo ora l’Equazione 6.14 per [ES], effet- 
tuando alcune operazioni algebriche. Moltiplicando i ter- 


mini sulla sinistra e raccogliendo a destra, si ha 
Ri [E] [S] — Ri [ESI[S] = (_1+ k2)[ES] (6.15) 


Aggiungendo il termine ky[ES][S] a entrambi i lati dell’e- 
quazione e semplificando, otteniamo 


ki [EJ[S] = (k1[S] + k_1+ ko)[ES] (6.16) 
Risolvendo questa equazione per [ES], abbiamo 
E 
pes] = RIS (6.17) 
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Possiamo semplificare ulteriormente, combinando le co- 
stanti di velocità in una sola espressione: 


[EJISI 
IS] + (k_1 + R2)/k1 


[ES] = (6.18) 
Il termine (k_+ k»)/k, viene detto costante di Michaelis, 
K,,- Sostituendolo nell’Equazione 6.18 otteniamo 


[EJISI 


[Rea IS] 


(6.19) 
Tappa 4 Possiamo ora esprimere V, nei termini di [ES]. 
Sostituendo la parte destra dell’Equazione 6.19 per [ES] 
nell’Equazione 6.11 otteniamo 


ko[EJIS] 


Vo = 
°° Kn+ [S] 


(6.20) 
Questa equazione può essere ulteriormente semplificata: 
poiché la velocità massima viene raggiunta quando tutto 
l'enzima è stato saturato con il substrato, in questa condi- 
zione [ES] diventa uguale a [E.] e Va può essere definita 
come k; [E]. Sostituendo nell’Equazione 6.20 k,[E.] con 
Vmax Otteniamo l’Equazione 6.9: 


si Vicai [S] 
V K + IS] 


Questa è l'equazione di Michaelis-Menten, l'equazione 
della velocità di una reazione a singolo substrato cataliz- 
zata da un enzima. Questa è quindi la relazione quantita- 
tiva tra la velocità iniziale Vo, la velocità massima Va e la 
concentrazione iniziale del substrato [S], termini tra loro 
correlati dalla costante di Michaelis, K,,- Si noti che K,, È 
misurata con la stessa unità con cui è misurata la concen- 
trazione. Questa equazione si adatta alle osservazioni spe- 
rimentali? Sì, e possiamo confermarlo considerando i casi 
limite in cui [S] è molto alta o molto bassa, com'è indica- 
to nella Figura 6.12. 

Dall’equazione di Michaelis-Menten emerge un’impor- 
tante relazione numerica nel caso particolare in cui Vo sia 
esattamente uguale a !/, V.,.x (Figura 6.12). Quindi 
Vmax [SÌ 


Vinax 
- (6.21) 
2 Kn + [S] 


Vo (LM/min) 


[SI (mm) 
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Dividendo per V,naxy, otteniamo 
Leb. (6.22) 
2 Ko [S] 


Risolvendo per Kn, abbiamo che K,, + [S] = 2[S], oppure 


Km = [S], quando Vo >; Va (6.23) 
Questa è una definizione molto utile e pratica di K: Km 
è equivalente alla concentrazione del substrato a cui V, è 
metà della Vmax Pequazione di Michaelis-Menten (Equa- 
zione 6.9) può essere trasformata algebricamente in una 
forma ancora più utile per le determinazioni pratiche di 
Km © di Vnax (Box 6.1) e, come vedremo più avanti, per l’a- 
nalisi dell’azione degli inibitori (Box 6.2, pagina 217). 


e parametri cinetici possono essere utilizzati 
per confrontare le attività degli enzimi 

È importante distinguere tra l'equazione di Michaelis- 
Menten e lo specifico meccanismo cinetico da cui ha trat- 
to origine. Fequazione descrive il comportamento cineti- 
co di molti enzimi, e tutti gli enzimi che presentano una 
relazione di tipo iperbolico tra velocità della reazione ca- 
talizzata e concentrazione del substrato seguono la cine- 
tica di Michaelis-Menten. La regola pratica che K,, = [S] 
quando Vo = 1/3V.nax (Equazione 6.23) è valida per tutti gli 
enzimi che seguono la cinetica di Michaelis-Menten (l’ec- 
cezione principale è rappresentata dagli enzimi regolatori, 
che saranno esaminati alla fine di questo capitolo). Que- 
sta equazione non dipende però dal meccanismo relativa- 
mente semplice della reazione a due tappe proposto dal 
modello di Michaelis e di Menten (Equazione 6.10). Molti 
enzimi che seguono la cinetica di Michaelis-Menten hanno 
meccanismi di reazione abbastanza diversi e quelli che ca- 
talizzano reazioni con sei o otto tappe identificabili hanno 
molto spesso il comportamento tipico dello stato staziona- 
rio. Anche se l’Equazione 6.23 è applicabile a enzimi diver- 
si, il valore e il significato reale di V_nax e di Km possono va- 
riare considerevolmente passando da un enzima all’altro. 
Ciò rappresenta una grossa limitazione per questo tipo di 
approccio allo studio della cinetica dello stato stazionario. 
Vmax € Km SONO parametri che si possono determinare spe- 
rimentalmente, ma queste entità non sono indicative del 


Figura 6.12 Dipendenza della velocità iniziale dalla 
concentrazione del substrato. Questo grafico mostra alcuni 
parametri cinetici che definiscono l'andamento della funzione ad 

alta e a bassa concentrazione di substrato [S]. Quando [S] è bassa, si 
ha che Kn >> [S] e il termine [S] al denominatore dell'equazione di 
Michaelis-Menten (Equazione 6.9) diventa irrilevante; l'equazione 
può essere semplificata in questo Modo: Vo = Vmax[S1/Km e Vo 
presenta una dipendenza lineare da [S], cioè varia proporzionalmente 
all'aumento di [S]. Ad alta [S], quando cioè [S] >> Ky, il termine 

Km al denominatore dell'equazione di Michaelis-Menten diventa 
trascurabile e l'equazione può essere semplificata come Vo = Vmayi CIÒ 
spiega la parte piatta della curva quando [S] è elevata. L'equazione 

di Michaelis-Menten verifica quindi la dipendenza della velocità 
iniziale dalla concentrazione di substrato, e l'andamento della curva è 
definito dai termini Vmax/Km a bassa [S], e da Vmax ad alta [S]. 
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equazione di Michaelis-Menten: il 


Lequazione di Michaelis-Menten 


Vo = 
°  Kn+[S] 


può essere trasformata algebricamente in una forma più 
utile per analizzare i dati sperimentali. Una delle trasfor- 
mazioni più comuni è ricavata facendo il reciproco di 
entrambi i termini dell'equazione di Michaelis-Menten: 


1 _ Kt 
Vo di Vinax [S] 


Separando i componenti del numeratore nel termine di 
destra dell'equazione abbiamo 


d_ Ka SI 
Vo E Vmax [S] Vinax [SÌ 


Semplificando otteniamo 
1 _ Kai PE 1 ® 
Vo Vinax [SÌ Vmax 
Questa equazione è una trasformazione dell’equazione di 
Michaelis-Menten chiamata equazione di Lineweaver- 
Burk. Per enzimi che obbediscono alla relazione di 
Michaelis-Menten, mettendo in grafico i valori di 1/Voin 
funzione di 1/[S] (il “doppio reciproco” del grafico V; in 
funzione di [S] che abbiamo usato fino a ora) otteniamo 
unalinea retta (Figura 1). Questa retta ha una pendenza 
pari a K/Vina» Un'intercetta sull'asse 1/[S] paria -1/Kp 


e un’intercetta sull'asse 1/V, pari a 1/Vax- Il grafico dei 
doppi reciproci, detto anche grafico di Lineweaver-Burk, 


numero, della velocità o della natura chimica delle tappe 
attraverso cui avviene la reazione. La cinetica dello stato 
stazionario rappresenta ugualmente un sistema standard 
per valutare, caratterizzare e confrontare l’efficienza ca- 
talitica di enzimi diversi. 


Interpretazione di V,,ax e Km Nella Figura 6.12 è mo- 
strato un metodo grafico molto semplice per ottenere 
un valore approssimato di K,,. Nel Box 6.1 è invece ana- 
lizzato un procedimento più conveniente che utilizza il 
grafico dei doppi reciproci. Il valore di K,, può varia- 
re considerevolmente da un enzima all’altro e anche per 
substrati diversi dello stesso enzima (Tabella 6.6). Que- 
sta grandezza enzimatica viene usata in qualche caso in 
modo non appropriato, cioè viene utilizzata come un’in- 
dicazione dell’affinità di un enzima per il suo substrato. 
Il significato reale di K,, dipende invece da aspetti speci- 
fici del meccanismo della reazione, come il numero e le 
velocità relative delle tappe della reazione. Per una rea- 
zione a due tappe, K,, è così espressa: 


tha 
= a 

Se k, è la costante che limita la velocità, si ha che k,<< k_1 
e K,, si riduce a k_,/k1, che viene detta costante di dis- 
sociazione, Ka, del complesso ES. Quando si verificano 
queste condizioni, K,, rappresenta una misura dell’affinità 


(6.24) 


m 


rafico dei doppi reciproci 


hail vantaggio di consentire un’accurata determinazione 
di Vma» che può essere valutata solo in modo approssima- 
tivo con il grafico della velocità iniziale in funzione di [S] 
(vedi la Figura 6.12). 

Sono state messe a punto e utilizzate altre trasformazioni 
dell'equazione di Michaelis-Menten. Ognuna presenta 
qualche vantaggio particolare nell’analisi dei dati cinetici. 
(Vedi il problema 14 alla fine del capitolo.) 

Il grafico dei doppi reciproci della velocità di una rea- 
zione di un enzima è molto utile anche per distinguere 
certi tipi di reazioni enzimatiche (vedi la Figura 6.14) e 
per analizzare l’inibizione enzimatica (vedi il Box 6.2). 


Pendenza = 


Ta (a) 


Kia IS 


Figura 1 Un grafico dei doppi reciproci o di Lineweaver-Burk. 


BM Tabella 6.6 Valori di K, di alcuni enzimi per i rispettivi 


substrati 

Enzima Substrato K, (mm) 
Esochinasi (cervello) ATP 0,4 

p-Glucosio 0,05 

p-Fruttosio 1,5 
Anidrasi carbonica HCO; 26 
Chimotripsina Gliciltirosinilglicina 108 

N-Benzoiltirosinammide 25 
p-Galattosidasi p-Lattosio 4,0 
Treonina deidratasi L-Treonina 5,0 


dell'enzima per il suo substrato nel complesso ES. Questa 
situazione non si applica però alla maggioranza degli en- 
zimi. In alcuni casi si ha che k; >> k_j e quindi K,, = k2/k1. 
In altri casi ancora, i valori di k, e k_ sono simili e quindi 
K, diventa una funzione più complessa che dipende dal- 
le tre costanti di velocità (Equazione 6.24). Pequazione di 
Michaelis-Menten e la caratteristica saturazione da sub- 
strato degli enzimi restano sempre valide, ma K, non può 
essere considerata come una semplice indicazione dell’af- 
finità per il substrato. Sono frequenti i casi in cui la reazio- 


ne procede attraverso molte tappe dopo la formazione del 


complesso ES e K,, diventa una funzione molto complessa 
di numerose costanti di velocità. 
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I valori di Vmax variano considerevolmente passando da 
un enzima all’altro. Se un enzima reagisce con un mecca- 
nismo a due tappe (secondo il modello di Michaelis-Men- 
ten), la V.nax equivale a k, [E,] e ks diventa la costante che 
limita la velocità. Il numero delle tappe della reazione e l’i- 
dentità di quella (o di quelle) che limitano la velocità della 
reazione variano da enzima a enzima. Per esempio, guar- 
diamo la situazione abbastanza comune in cui il rilascio 
del prodotto, EP + E + B diventa la tappa limitante del- 
la velocità. All’inizio della reazione, quando [P] è bassa, la 
reazione complessiva può essere scritta come 

ki ka k3 


ESP 
ki ky 


E+P 


(6.25) 


In questo caso la maggior parte degli enzimi è a satura- 
zione nella forma EB, e Vmax diventa uguale a k3[E]. È ora 
importante definire una costante di velocità più genera- 
le, detta ka, necessaria per descrivere la tappa che limi- 
ta la velocità di una reazione catalizzata da un enzima in 
condizioni di saturazione. Se la reazione è costituita da 
diverse tappe e una di queste è chiaramente quella limi- 
tante, kx diventa uguale alla costante di velocità della 
tappa limitante. Per la reazione semplice definita dall’E- 
quazione 6.10, k.. è uguale a k;. Quando, nella reazione 
dell’Equazione 6.25, il rilascio del prodotto è chiaramente 
limitante, kx = k3. Quando le tappe che limitano la velo- 
cità sono più di una, kx può diventare funzione comples- 
sa delle costanti di velocità delle varie tappe della reazio- 
ne. Nell’equazione di Michaelis-Menten ki = Vma/[Ed, 
e l’Equazione 6.9 diventa 


Reat [Ed] [S] 


rr (6.26) 


Vo = 
La costante k.x è una costante di primo ordine espressa dal 
reciproco del tempo. Essa viene detta anche numero di 
turnover ed equivale al numero di molecole di substrato 
che vengono convertite in prodotto nell'unità di tempo da 
una singola molecola enzimatica quando l’enzima è satu- 
ro con il substrato. Nella Tabella 6.7 è indicato il numero 
di turnover di alcuni enzimi. 


Confronto tra meccanismo enzimatico ed efficienza I 
parametri cinetici ke K, sono in genere usati per lo stu- 
dio e il confronto di enzimi diversi, indipendentemente dal 
fatto che il meccanismo della loro reazione sia più o meno 
complesso. Ogni enzima ha valori ottimali di k.. e Km che 
dipendono dall'ambiente cellulare, dalla concentrazione 
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M Tabella 6.7 Numeri di turnover (k.,;) di alcuni enzimi 


Enzima Substrato kat (8-1) 
Catalasi H,0, 40 000 000 
Anidrasi carbonica HCO; 400000 
Acetilcolinesterasi Acetilcolina 14000 
B-Lattamasi Benzilpenicillina 2000 
Fumarasi Fumarato 800 
Proteina RecA (un’ATPasi) ATP 0,5 


del substrato incontrata nelle condizioni intracellulari e 
dalla chimica della reazione da catalizzare. 

I parametri ke Km consentono anche di valutare l’ef- 
ficienza catalitica degli enzimi, ma se considerati singolar- 
mente non sono più idonei a questo scopo. Due enzimi che 
catalizzano reazioni diverse possono avere lo stesso valore 
di kx (numero di turnover), mentre le velocità delle rea- 
zioni non catalizzate possono essere diverse, e quindi l’in- 
cremento generato dagli enzimi può essere non compara- 
bile. K,,, tende ad avere un valore simile alla concentrazio- 
ne del substrato [S] normalmente presente nella cellula. 
Un enzima che agisce su un substrato presente in una cel- 
lula a concentrazioni molto basse tende ad avere una K,, 
più bassa di quella di un enzima il cui substrato è normal- 
mente più abbondante. 

Il modo migliore per confrontare l’efficienza catalitica 
di enzimi diversi o dello stesso enzima con substrati diversi 
è di paragonare il rapporto k../K, delle due reazioni. Que- 
sto parametro, a volte chiamato costante di specificità, è 
la costante di velocità della conversione di E + S in E + P. 
Quando [S] << K,, Equazione 6.26 si riduce alla forma 


Recat 


Vo= RISI (6.27) 


In questo caso V, dipende dalla concentrazione dei due 
reagenti, E, ed $; questa è quindi una reazione di secon- 
do ordine e la costante k,,,/K, è una costante di secondo 
ordine, espressa da m_!s 1. Vi è un limite superiore al va- 
lore della costante k../Km imposto dalla velocità con cui i 
due reagenti diffondono l’uno verso l’altro nelle soluzioni 
acquose. Questo limite controllato dalla diffusione varia 
da 10% a 10? m!s"! e molti enzimi hanno valori di k,x/ Kn 
compresi in questo ambito (Tabella 6.8). Si può quindi di- 
re che questi enzimi hanno raggiunto la perfezione catali- 
tica. Si noti che valori diversi di k.xe di K,, possono ugual- 
mente produrre rapporti massimali. 


BM Tabella 6.8 Enzimi il cui valore di k.x/km è vicino al limite controllato dalla diffusione (108-10° ms) 


Enzima Substrato kat (81) Km (M) koa/Km (M18") 
Acetilcolinesterasi —Acetilcolina 14 Xx 104 9 Xx 107° 1,6 X 108 
Anidrasi carbonica CO; 1X 10° 1,2 X 1072 8,3 X 107 
HCO; 4 X 10° 2,6 X 107° 1,5 x 10” 
Catalasi H;0; 4 X 107 1,1 Xx 10° 4 X 107 
Crotonasi Crotonil-CoA 5,7 X 10° 2Xx 10° 2,8 x 108 
Fumarasi Fumarato 8 Xx 10° 5x 10° 1,6 X 108 
Malato 9 Xx 10° 2,5 Xx 1075 3,6 X 107 
B-Lattamasi Benzilpenicillina 2,0 x 105 2X 10° 1 Xx 105 


Fonte: tratta da Fersht, A., Structure and Mechanism in Protein Science, p. 166, W.H. Freeman and Company, New York, 1999. 
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Determinazione di K,, 
stato scoperto un enzima che catalizza la reazione 


È 


TRISTEZZA == FELICITÀ 


Un gruppo di ricercatori decide di iniziare lo studio dell’en- 
zima, che viene chiamato felicitasi. Per prima cosa essi de- 
terminano il valore di K che risulta pari a 600 s 1 Eseguo- 
no alcuni esperimenti e trovano che, quando [E,] = 20 nm 
e [TRISTEZZA] = 40 pw, la velocità della reazione, Vo, 
è 9,6 pus. Calcolate la K,, per il substrato TRISTEZZA. 


Soluzione Conosciamo Kay [Ex], [S] e Vo. Vogliamo cono- 
scere la K,,. Conviene ricorrere all’Equazione 6.26, in cui 
sostituiremo K_x|E.] con Vpax. Sostituendo i valori noti, e 
risolvendo per K,,, abbiamo 


= ken Ed [S] 
°° Km+ IS] 
(600 571) (0,020 pm) (40 pm) 
9,6 Mms l= 
Km + 40 pM 
480 um? s! 
96uMst= ——— 
Km + 40 pm 
9,6 pm s 1 (Km + 40 pm) = 480 pm? s! 
480 pm? 87! 
K,+40p4= ——— 
9,6 pm s1 


Km + 40 pm = 50 pm 
Km = 5O pm — 40 pm 
Kn = 10 pm 


Una volta risolto questo problema utilizzando l’Equazio- 
ne 6.26, sarà possibile trovare scorciatoie per risolverne al- 
tri simili. Per esempio, si può calcolare Vnax sapendo che 
Koae[Ed = Vinax (600 8! x 0,020 pm = 12 pm s! nel no- 
stro caso). Dividendo entrambi i membri dell’Equazione 
6.26 per Vnax SÌ ottiene 


Vo ___IS 
Vinax Km + [S] 


Quindi, il rapporto Vo/Vma = 9,6 pm s 1/12 pms! = [S]/ 
(Km + [S]). Ciò semplifica il procedimento per risolvere 
per K,,, ottenendo 0,25 [S] o 10 pm. 


9 Determinazione di [S] 


In un altro esperimento sulla felicitasi, usando [E;] = 10 
nm, la velocità di reazione, Vo, risulta pari a 3 pm s_!. Qual 
è la [S] usata in questo esperimento? 


Soluzione Secondo la stessa logica dell’Esercizio svolto 
6.1, si vede che la V,nax Corrispondente a questa concentra- 
zione di enzima è 6 pm s_!. Si noti che V) è esattamente la 
metà di V,nax- Si ricordi che K,, può essere definita come 
la [S] corrispondente a una V) = !/2V.nax Quindi, la [S] in 
questo problema deve essere pari alla K,,, cioè 10 pm. Se 
la Vo fosse stata diversa da !/3V,,.ax» la Cosa più semplice sa- 
rebbe stata ricorrere all'espressione Vo/Vmax = [SI/(Kn + 
[S]) e risolvere per [S]. 
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e Moltienzimicatalizzano reazioni a due o più substrati 
Abbiamo visto come [S] influenzi la velocità di una sem- 
plice reazione enzimatica (S + P) con un solo substrato. 
In molte reazioni enzimatiche, però, due (e talvolta più) 
molecole diverse di substrato si legano all’enzima e parte- 
cipano alla reazione. Per esempio, nella reazione catalizza- 
ta dall’esochinasi l’ATP e il glucosio sono i substrati, men- 
tre ’ADP e il glucosio 6-fosfato sono i prodotti: 


ATP + glucosio + ADP + glucosio 6-fosfato 


Anche le velocità di queste reazioni a due substrati pos- 
sono essere analizzate sulla base della teoria di Michaelis- 
Menten. Lesochinasi ha una caratteristica K,, per ciascu- 
no dei suoi substrati (Tabella 6.6). 

Le reazioni enzimatiche a due substrati comportano 
generalmente il trasferimento di un atomo o di un grup- 
po funzionale da un substrato all’altro. Queste reazioni 
procedono seguendo un percorso caratteristico, che può 
essere di diversa natura. In alcuni casi ambedue i sub- 
strati si legano insieme e contemporaneamente in una re- 
gione precisa dell’enzima, formando un complesso ter- 
nario non covalente (Figura 6.13a). I substrati si legano 
con una sequenza casuale o con un ordine specifico. In 
altri casi il primo substrato viene convertito in prodot- 
to e si dissocia dall’enzima prima che si leghi il secondo 
substrato; in questo modo non si forma nessun comples- 
so ternario, come nel meccanismo a ping-pong o a dop- 
pio spostamento (Figura 6.13b). La cinetica dello stato 
stazionario ci può aiutare a distinguere queste vie alter- 
native (Figura 6.14). 


(a) Reazione enzimatica con formazione 
di un complesso ternario 


Ordine casuale 


ES 
ZT0$S 
E ESS, > E+P} +Pa 
N ES, A 
Ordinata So 


E+S, == ES, == ESS, ——> E+P) +P} 


(b) Reazione enzimatica senza formazione 
di un complesso ternario 


E+S, == ES, = EP, È FP == F'S —>E+P, 


Figura 6.13 Meccanismi delle reazioni enzimatiche a due 
substrati. (a) L'enzima e ambedue i substrati interagiscono per 
formare un complesso ternario. Nel meccanismo ordinato, il 
substrato 1 deve legarsi prima che si leghi il substrato 2. Nel 
meccanismo casuale, i substrati possono legarsi in qualunque 
ordine. (b) Si forma un complesso enzima-substrato, uno dei prodotti 
abbandona il complesso, l'enzima modificato forma un secondo 
complesso con un'altra molecola di substrato, e il secondo prodotto 
abbandona l'enzima modificato, rigenerando l'enzima nello stato 
non modificato. Il substrato 1 può trasferire all'enzima un gruppo 
funzionale (per formare l'E'covalentemente modificato), che viene 
poi trasferito al substrato 2. Questo meccanismo è detto a ping-pong 
o a doppio spostamento. 
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[S,] che 


aumenta 


.£ [S] che 
dÉ aumenta 
= 
È a 
BIG 


(b) ) frei 


Figura 6.14 Analisi della cinetica dello stato stazionario delle 
reazioni a due substrati. In questi grafici dei doppi reciproci (vedi 

il Box 6.1) la concentrazione del substrato 1 viene variata, mentre 
quella del substrato 2 rimane costante. Questi dosaggi vengono 
ripetuti a diversi valori di concentrazione del substrato 2, producendo 
le diverse linee separate. (a) L'intersezione delle varie linee indica la 
formazione di un complesso ternario; (b) se le linee sono parallele la 
reazione procede attraverso un meccanismo a ping-pong (o a doppio 
spostamento). 


e Lacinetica dello stato pre-stazionario può dare 
informazioni sulle specifiche tappe della reazione 

Abbiamo in precedenza introdotto principi e metodiche 
della cinetica per individuare le varie tappe di una reazio- 
ne enzimatica, ma ne abbiamo anche evidenziato i limiti. 
I due più importanti parametri che si ottengono sperimen- 
talmente dalla cinetica dello stato stazionario sono kx € 
Rea/Km- Le variazioni di ka € Ren/Km in funzione del pH 
o della temperatura possono dare ulteriori informazioni 
sulle tappe di una reazione. Nel caso di reazioni a due sub- 
strati, la cinetica dello stato stazionario può essere utile per 
stabilire se durante la reazione si forma un complesso ter- 
nario (Figura 6.14). Un quadro generale più completo ri- 
chiede metodologie cinetiche più sofisticate che esulano 
dagli scopi di un libro di testo. Introdurremo brevemen- 
te solo una delle metodiche cinetiche più importanti per 
lo studio dei meccanismi di reazione, cioè la cinetica dello 
stato pre-stazionario. 

Una descrizione esauriente della reazione catalizzata 
da un enzima richiede che vengano misurate le velocità 
delle singole tappe della reazione, per esempio l’associa- 
zione dell’enzima con il substrato, durante la formazione 
del complesso ES. È nello stato pre-stazionario (vedi pagi- 
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na 210) che le velocità di molte tappe della reazione pos- 
sono essere misurate in modo indipendente e può essere 
osservato ciò che accade in una reazione a singolo substra- 
to. Poiché la fase pre-stazionaria è in genere molto breve, 
la sperimentazione richiede spesso tecniche per miscelare 
molto rapidamente i componenti della reazione. Uno de- 
gli obiettivi è di ottenere un quadro completo e quantita- 
tivo delle variazioni energetiche che si verificano durante 
la reazione. Come abbiamo visto in precedenza, la velocità 
e l'equilibrio di reazione sono in relazione ai cambiamenti 
di energia libera durante la reazione. Un altro obiettivo è 
quello di misurare la velocità delle tappe che fanno parte 
della reazione. In un buon numero di casi è stato possibi- 
le misurare le velocità di ognuna delle tappe della reazio- 
ne enzimatica. Nella Sezione 6.4 vengono riportati alcuni 
esempi dell’applicazione della cinetica dello stato pre-sta- 
zionario, insieme alla descrizione dei meccanismi di spe- 
cifici enzimi. 


e Glienzimi possono essere soggetti a inibizione reversibile 
o irreversibile 

Gli inibitori enzimatici sono molecole che interferiscono 
con la catalisi, rallentando o bloccando le reazioni enzi- 
matiche. Gli enzimi catalizzano la quasi totalità dei pro- 
cessi cellulari e quindi non sorprende che gli inibitori en- 
zimatici siano tra i più importanti farmaci conosciuti. Per 
esempio, l’aspirina (acetilsalicilato) inibisce l'enzima che 
catalizza la prima tappa della sintesi delle prostaglandi- 
ne, composti che intervengono in molti processi biologici, 
compresi quelli che partecipano alla produzione del do- 
lore. Lo studio degli inibitori enzimatici ha fornito anche 
molte informazioni sui meccanismi di azione degli enzi- 
mi e ha contribuito a individuare alcune vie metaboliche. 
Esistono due tipi di inibizione enzimatica: l’inibizione re- 
versibile e l’inibizione irreversibile. 


Inibizione reversibile Un tipo comune di inibizione re- 
versibile è chiamato inibizione competitiva (Figura 6.15a). 
Un inibitore competitivo compete con il substrato per il 
sito attivo dell’enzima. Quando l’inibitore (I) occupa il sito 
attivo, impedisce il legame del substrato con l'enzima. Mol- 
ti inibitori competitivi sono strutturalmente simili al sub- 
strato e si combinano con l’enzima formando complessi EI, 
senza dar luogo alla catalisi. Anche combinazioni reversibi- 
li di questo tipo sono in grado di ridurre l'efficienza di un 
enzima. Considerando la geometria molecolare degli inibi- 
tori, possiamo individuare quali sono le parti del substrato 
che si legano all’enzima. l’inibizione competitiva può essere 
analizzata quantitativamente per mezzo della cinetica del- 
lo stato stazionario. In presenza di un inibitore competitivo 
l'equazione di Michaelis-Menten (Equazione 6.9) diventa 


Cas VmaxlS] 
Mea ®& (6.28) 
dove 
gel e K;= El 
Ki [EI] 


LEquazione 6.28 descrive una importante caratteristica 
dell’inibizione competitiva. La variabile determinata spe- 
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(a) Inibizione competitiva 


_— 


E+#+S ES >E+P 


(b) Inibizione incompetitiva 


ES > E+P 


| 676 


E+S 


| 


(c) Inibizione mista 


E+S ===EST-> E+P 

+ + 

I I _ pri su 

| | ( È . ». 
K Ki \ << | S) 
i e E 

EI+S ==® ESI 


Figura 6.15 Tre tipi di inibizione enzimatica reversibile. 

(a) Gli inibitori competitivi si legano al sito attivo dell'enzima; K; è la 
costante di equilibrio della reazione di dissociazione del complesso E. 
(b) Gli inibitori incompetitivi si legano in siti diversi da quello del 
substrato, ma solo al complesso ES; Kj'è la costante di equilibrio della 
reazione di dissociazione del complesso ES. (c) Gli inibitori misti si 
legano in siti diversi da quello del substrato, ma possono legarsi sia a 
E sia a ES. 


rimentalmente aK,,, che corrisponde alla K,, osservata in 
presenza dell’inibitore, spesso viene chiamata “K,, appa- 
rente”. 

Poiché l’inibitore si lega reversibilmente all’enzima, la 
competizione può essere superata semplicemente aumen- 
tando la concentrazione del substrato. Quando il valore 
di [S] è più elevato di [I], la probabilità che una molecola 
di inibitore si leghi all’enzima diminuisce sensibilmente, 
per cui la reazione tenderà normalmente a Vnax. Quando 
la [S] a cui Vo = !/2Vay il valore K,, apparente è aumen- 
tato in presenza dell’inibitore di un fattore pari ad a. Que- 
sto aumento della K,,, (apparente), insieme alla possibili- 
tà di raggiungere ugualmente Va, indica che l’inibizione 
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è di tipo competitivo, come si può facilmente vedere dal 
grafico dei doppi reciproci (Box 6.2). La costante di equi- 
librio per il legame dell’inibitore, Kj, può essere ricavata 
dallo stesso grafico. 


Una terapia medica basata sull’inibizione compe- 
Ea titiva a livello del sito attivo viene usata per trat- 
tare pazienti che hanno ingerito metanolo, un 
solvente che si trova per esempio nel liquido antigelo. ’en- 
zima epatico alcol deidrogenasi converte il metanolo in 
formaldeide, che danneggia molti tessuti. Lassunzione di 
metanolo provoca cecità, perché gli occhi sono particolar- 
mente sensibili alla formaldeide. Letanolo compete effi- 
cacemente con il metanolo, essendo un substrato alterna- 
tivo dell’alcol deidrogenasi. Il comportamento dell’etano- 
lo è molto simile a quello di un inibitore competitivo, con 
la differenza che l’etanolo è anche un substrato dell’alcol 
deidrogenasi e la sua concentrazione diminuisce nel tem- 
po, man mano che l’enzima lo converte in acetaldeide. La 
terapia per l’avvelenamento da metanolo consiste quindi 
in una lenta infusione intravenosa di etanolo a una veloci- 
tà che mantiene controllata la concentrazione dell’etano- 
lo nel sangue per diverse ore. Il trattamento rallenta la for- 
mazione della formaldeide, prevenendo le possibili conse- 
guenze, mentre i reni eliminano il metanolo, che si accu- 
mulerà nell’urina. O 
Due altri tipi di inibizione reversibile, l’inibizione in- 
competitiva e l’inibizione mista, si osservano praticamen- 
te solo con gli enzimi a due o più substrati, ma spesso ven- 
gono riferiti anche a enzimi che catalizzano reazioni a un 
substrato. L’inibitore incompetitivo (Figura 6.15b) si le- 
ga a un sito distinto da quello del substrato e, contraria- 
mente all’inibitore competitivo, solo al complesso ES. In 
presenza di un inibitore incompetitivo l'equazione di Mi- 
chaelis-Menten diventa 


Vmax [SÌ 
Vo = E taIS] ®& (6.29) 
dove 
ui [] e de [ES] 
4 [ESI] 


Come descritto dall’Equazione 6.29, a elevate concentra- 
zioni di substrato V si avvicina a Vma/a'. Quindi, l’inibi- 
tore incompetitivo diminuisce la Va Anche la K,, appa- 
rente ha un valore più basso di quello normale, perché la 
[S] necessaria per raggiungere la metà della Va diminui- 
sce del fattore a. 

Anche un inibitore misto (Figura 6.15c) si lega a un 
sito diverso dal sito attivo, ma può legarsi sia a E, sia a ES. 
Pequazione che descrive l’inibizione mista è 


Vimax [S] 
aK,, + a'[S] 


® (6.30) 


dove a e a’ sono definiti come sopra. Un inibitore misto in 
genere modifica i valori di K,, e di Va. Nel caso sperimen- 
talmente piuttosto raro in cui a e a' siano uguali, questa 
inibizione viene definita non competitiva. Se si esamina 
l’Equazione 6.30, si vedrà che l’inibitore non competitivo 
riduce il valore di V.,ay ma non quello di K,,. 

PEquazione 6.30 è l’espressione generale per gli effetti 
degli inibitori reversibili che ci riconduce alle espressioni 


o = 
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Box 6.2 _Inda 


Il grafico dei doppi reciproci (vedi il Box 6.1) è un si- 
stema molto semplice per determinare se l’inibizione di 
un enzima è di tipo competitivo, incompetitivo o misto. 
Bisogna eseguire due serie di dosaggi in cui viene man- 
tenuta costante la concentrazione dell’enzima. Nella 
prima serie viene tenuta costante anche la [S], e viene 
variata invece la concentrazione dell’inibitore [I], mi- 
surando quindi l’effetto di concentrazioni crescenti di I 
sulla velocità iniziale V (non riportato). Nella seconda 
serie, [I] viene mantenuta costante e viene variata la [$S]. 
Viene poi posto in grafico il valore di 1/V, in funzione 
di 1/[S]. 

La Figura 1 mostra un grafico dei doppi reciproci con 
tre rette ottenute da tre serie di esperimenti, effettuate 
una in assenza di inibitore e le altre due con concentra- 
zioni diverse di un inibitore competitivo. Aumentando 
la [I] otteniamo quindi una famiglia di rette che intercet- 
tano tutte l’asse 1/V, nello stesso punto, ma che hanno 
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ini cinetiche per identificare i meccanismi di inibizione 


pendenze diverse. Poiché l’intercetta sull’asse 1/V, cor- 
risponde a 1/V,aw possiamo osservare che la Va non 
viene alterata da un inibitore competitivo. Quindi, per 
quanto sia alta la concentrazione di I, vi è sempre una 
concentrazione di substrato sufficientemente elevata da 
impedire all’inibitore di legarsi al sito attivo dell'enzima. 
Sopra il grafico è riportata l’Equazione 6.28 in forma di 
reciproci, su cui si basa il grafico. Il valore di a può essere 
calcolato dalla modificazione della pendenza della retta 
a qualsiasi concentrazione di [I] . Conoscendo [I] e a, 
possiamo calcolare K; dall’espressione 

a=1+ au 

Ki 

Nell’inibizione incompetitiva e in quella mista questa ana- 
lisi cinetica genera le famiglie di rette mostrate nelle Figure 
2 e 3. Le modificazioni sulle intercette sugli assi cartesiani 
indicano variazioni nei valori di V,,ax € di K 


1 Km) _1 + 
Vo Vmax [SÌ Vimnax 


Senza inibitore 


SIG a=l 
È a Senza inibitore 
K 
Pendenza =77®> 
max max 
Figura 1 Bi(at) Figura 2 
Inibizione competitiva. [ST (mm Inibizione incompetitiva. 


per l’inibizione competitiva e incompetitiva quando a' = 1,0 
oa = 1,0, rispettivamente. 

Dall’espressione possiamo dedurre gli effetti degli ini- 
bitori sui singoli parametri cinetici. Per gli inibitori reversi- 
bili, se la concentrazione del substrato è sufficientemente 
elevata, si avrà Va apparente = Vmay/a', perché il termi- 
ne a destra dell’Equazione 6.30 si semplifica in Vay/o', a 
concentrazioni del substrato sufficientemente alte. Per gli 
inibitori competitivi a’ = 1, e può quindi essere ignorato. 
Considerando l’espressione della Vu apparente, è possi- 
bile derivare un’espressione generale, per mostrare come 
questo parametro si modifichi in presenza degli inibitori 
reversibili. Come sempre, la K,, apparente è uguale alla [S] 
alla quale V; è uguale alla metà della Va apparente o, più 
in generale, quando Vy = V,ay/2a'. Questa condizione si 
realizza quando [S] = aK,/ a’. Quindi, K, apparente = 
aK,,/ a'. Questa espressione si semplifica quando a 0 a' è 
1,0 (per gli inibitori incompetitivi o competitivi), come ri- 
portato nella Tabella 6.9. 

Come abbiamo già detto, l’inibizione incompetitiva e 
l’inibizione mista si osservano solo per gli enzimi con due 
o più substrati, per esempio S; e So, e questi parametri so- 


Figura 3 
Inibizione mista. 


M Tabella 6.9 Effetti degli inibitori reversibili SU Vmax 
apparente e K-, apparente 
Tipo di inibitore 


Vmax apparente Km apparente 


Nessuno Vini Km 
Competitivo Vasi Ki 
Incompetitivo Vmax/ 01° Ky/a' 
Misto Vimax/ 01" aKy/a' 


no molto importanti nella loro analisi sperimentale. Se un 
inibitore si lega al sito normalmente occupato da S1, esso 
può agire come inibitore competitivo negli esperimenti 
in cui viene variata [S;]. Se un inibitore si lega al sito nor- 
malmente occupato da S:, esso può agire come inibitore 
misto o incompetitivo di S1. inibizione osservata dipen- 
de dalla successione del legame di S ed S,, cioè se essi 
si legano con meccanismo ordinato o casuale. Quindi di- 
venta possibile determinare l’ordine con cui i substrati si 
legano al sito attivo e l'ordine con cui i prodotti lasciano 
invece il sito attivo. Eutilizzo di uno dei prodotti di rea- 
zione come inibitore spesso fornisce informazioni utili. Se 
è presente solo uno dei due prodotti di reazione non po- 
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trà aver luogo la reazione inversa, ma potendosi legare al 
sito attivo, si potrà comportare da inibitore. Gli enzimo- 
logi possono effettuare studi cinetici molto elaborati che 
utilizzano diverse combinazioni e quantità di prodotti e 
di inibitori per delineare un quadro dettagliato del mec- 
canismo delle reazioni a due substrati. 


È Effetto dell’inibitore suK,, 


I ricercatori che lavorano con la felicitasi (vedi gli Esercizi 
svolti 6.1 e 6.2) hanno scoperto che il composto STRESS è 
un potente inibitore competitivo della felicitasi. 'aggiun- 
ta di 1 nm di STRESS aumenta il valore della K,, per il sub- 
strato TRISTEZZA di un fattore pari a 2. Quali sono i valo- 
ri dia e a' in queste condizioni sperimentali? 


Soluzione Si ricordi che la K,, apparente, cioè la K,, misu- 
rata in presenza dell’inibitore competitivo, è definita come 
aK,,. Poiché la K,, per il substrato TRISTEZZA aumenta di 
un fattore pari a 2 in presenza di 1 nm di STRESS, il valore 
di a deve essere 2. Il valore di a' per l’inibitore competiti- 
vo è 1 per definizione. 


Inibizione irreversibile Gli inibitori irreversibili si le- 
gano covalentemente, eliminando così gruppi funzionali 
essenziali all'attività degli enzimi, o formano associazioni 
non covalenti particolarmente stabili. La formazione di un 
legame covalente tra un inibitore irreversibile e l'enzima è 
una condizione abbastanza comune. Gli inibitori irrever- 
sibili sono anche un mezzo molto utile per caratterizzare 
i meccanismi di reazione. Gli amminoacidi del sito attivo 
con funzioni catalitiche essenziali talvolta possono esse- 
re identificati determinando quale residuo del sito attivo 
risulta covalentemente legato in seguito all’inattivazione 
dell’enzima. La Figura 6.16 mostra l'esempio del diisopro- 
pilfluorofosfato. 

Una speciale classe di inibitori irreversibili è costitui- 
ta dagli inattivatori suicidi. Questi composti sono rela- 
tivamente stabili fino a che non si legano al sito attivo di 


7 
Enzima — CH, OH + F_P__0—- Gi 
(Ser195) I, CHy 
O 5 
PASS 
H3C H CHg DIFP 
F_+H' 
CH. 
| po 
Enzima — CREDO O— di 
(O) CHs 
| 
C 
H3C H “CH: 


Figura 6.16 Inibizione irreversibile. La reazione della 


chimotripsina con il diisopropilfluorofosfato (DIFP), che modificando 


la Ser!” inibisce irreversibilmente l'enzima. Questa osservazione 


ha condotto alla conclusione che la Ser!” è il residuo di Ser 


fondamentale nel sito attivo della chimotripsina. 
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uno specifico enzima. Un inattivatore suicida va incontro 
ad alcuni passaggi chimici che fanno parte del normale 
meccanismo di reazione dell'enzima, ma invece di esse- 
re trasformato nel normale prodotto l’inattivatore viene 
convertito in un composto molto reattivo che si combina 
irreversibilmente con l’enzima. Alcuni di questi composti 
sono anche detti inattivatori basati sul meccanismo di 
reazione, perché essi indirizzano il normale meccanismo 
di reazione dell’enzima verso l’inattivazione. Gli inattiva- 
tori suicidi hanno un ruolo importante nella progettazio- 
ne razionale dei farmaci, un approccio moderno che ser- 
ve a ottenere nuovi farmaci basandosi sulla conoscenza 
dei meccanismi di reazione degli enzimi. Un inattivatore 
suicida ben progettato deve essere specifico per un singo- 
lo enzima e diventare reattivo solo quando ha raggiunto 
il sito attivo dell’enzima; questi farmaci hanno il vantag- 
gio di non presentare effetti collaterali (Box 6.3). Alcuni 
esempi di inibitori irreversibili importanti nella pratica 
medica sono descritti alla fine della Sezione 6.4. 

Un inibitore irreversibile non ha bisogno di legarsi co- 
valentemente all’enzima. Il legame non covalente è suffi- 
ciente se questo legame è così forte che l’inibitore si dis- 
socia dall’enzima solo molto difficilmente. In che modo 
si può mettere a punto un inibitore che si leghi così for- 
temente? Si ricordi che gli enzimi si sono evoluti in mo- 
do da legarsi più saldamente allo stato di transizione del- 
le reazioni che catalizzano. In linea di principio, una mo- 
lecola con una struttura simile allo stato di transizione di 
una determinata reazione può essere in grado di legarsi 
all’enzima con un’affinità molto alta. Nonostante che gli 
stati di transizione non possano essere osservati diretta- 
mente, i chimici sono spesso in grado di predire la strut- 
tura più probabile di uno stato di transizione, in base al- 
le conoscenze a disposizione sul meccanismo di reazione. 
Per definizione, lo stato di transizione è instabile e quindi 
transitorio, a tal punto da rendere praticamente impossi- 
bile la valutazione diretta della sua interazione con l’enzi- 
ma. In alcuni casi, però, si possono progettare alcune mo- 
lecole stabili che sono molto simili agli stati di transizione 
desiderati. Queste molecole vengono chiamate analoghi 
dello stato di transizione e si legano a un enzima molto 
più saldamente di quanto faccia il substrato nel comples- 
so ES. Il motivo risiede nel fatto che queste molecole si 
adattano meglio all’interno del sito attivo (si ha pertanto 
la formazione di un numero maggiore di interazioni de- 
boli) del substrato stesso. Eidea degli analoghi dello stato 
di transizione è stata suggerita da Pauling negli anni ’40 
ed è stata approfondita utilizzando un gran numero di en- 
zimi. Per esempio, gli analoghi dello stato di transizione 
progettati per inibire l’aldolasi, un enzima glicolitico, si le- 
gano a quell’enzima con un’affinità di oltre quattro ordi- 
ni di grandezza più alta rispetto ai suoi substrati (Figura 
6.17). La maggior limitazione di questi esperimenti risie- 
de nel fatto che un analogo dello stato di transizione non 
è perfettamente in grado di imitare uno stato di transi- 
zione vero e proprio. Alcuni analoghi si legano al loro en- 
zima bersaglio da 10° a 105 volte più saldamente del nor- 
male substrato, fornendo una ulteriore dimostrazione a 
supporto dell’ipotesi secondo cui i siti attivi degli enzimi 
sono realmente complementari agli stati di transizione. 
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Box 6.32 [\l 


La malattia del sonno, o tripanosomiasi africana, è cau- 
sata da un protista (un eucariote monocellulare) chia- 
mato tripanosoma (Figura 1). Questa malattia, come le 
altre causate dal tripanosoma, ha un forte impatto me- 
dico ed economico in molte nazioni in via di sviluppo. 
Fino al termine del XX secolo la malattia è stata pratica- 
mente incurabile. I vaccini erano senza effetto, perché 
i parassiti riescono a mettere in atto nuovi meccanismi 
per aggirare il sistema immunitario dell’ospite. 

La superficie cellulare del tripanosoma è rivestita da una 
singola proteina, che è l’antigene a cui il sistema immu- 
nitario risponde. Ogni tanto però, tramite un processo di 
ricombinazione genetica (vedi la Tabella 28.1), un certo 
numero di cellule nella popolazione dei tripanosomi 
infettivi sintetizza una nuova proteina di rivestimento, 
che non viene più riconosciuta dal sistema immunitario. 
Questo processo di “variazione della proteina di rivesti- 
mento” può ripetersi centinaia di volte. Ne risulta un’in- 
fezione cronica ciclica nel soggetto infettato, con febbre 
che scompare quando il sistema immunitario riesce a 
reprimere la prima infezione. I tripanosomi che hanno 
cambiato il rivestimento danno quindi inizio a una nuova 
infezione. Il ciclo può ripetersi per settimane, indebo- 
lendo a tal punto i soggetti colpiti da provocarne la morte. 
Altri tentativi più recenti per il trattamento della ma- 
lattia del sonno si basano sulla conoscenza dell’enzimo- 
logia e del metabolismo del tripanosoma. Almeno uno 
di questi comporta l’uso di farmaci progettati per agire 
come inattivatori enzimatici basati su un meccanismo di 
reazione (inattivatori suicidi). Un punto vulnerabile nel 
metabolismo del tripanosoma è la biosintesi delle poliam- 
mine. Le poliammine spermina e spermidina, coinvolte 
nel meccanismo di impacchettamento del DNA, sono 
richieste in notevole quantità nelle cellule che si dividono 
rapidamente. La prima reazione della via di biosintesi 
delle poliammine è catalizzata dall’ornitina decarbossi- 
lasi, un enzima che richiede per il suo funzionamento un 
coenzima chiamato piridossal fosfato (PLP), un derivato 
della vitamina By che forma un legame covalente con le 
strutture amminoacidiche dei substrati delle reazioni 
in cui è coinvolto e agisce da trappola per gli elettroni 
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Figura 2 Meccanismo della reazione 
di decarbossilazione dell'ornitina. 
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Figura 1 Il Trypanosoma brucei rhodesiense, uno dei diversi 
tripanosomi che provocano la malattia del sonno africana. 


facilitando una grande varietà di reazioni (vedi la Figura 
22.32). Nelle cellule di mammifero, l’ornitina decarbossi- 
lasi va incontro a un rapido turnover, cioè a continui cicli 
di degradazione e sintesi dell’enzima. In alcuni tripano- 
somi però (per ragioni ancora non chiarite) l'enzima è 
stabile, e non viene rapidamente sostituito dall’enzima 
di nuova sintesi. Un inibitore dell’ornitina decarbossilasi 
che si leghi permanentemente all’enzima avrebbe quindi 
poco effetto sulle cellule umane, che possono facilmente 
rimpiazzare l’enzima inattivato, ma avrebbe invece ef- 
fetto sul parassita. 

I primi passaggi della reazione catalizzata dall’ornitina 
decarbossilasi sono mostrati nella Figura 2. Una volta 
rilasciata la CO», lo spostamento elettronico si inverte, 
e si forma la putrescina (vedi la Figura 22.32). Tenendo 
conto di questo meccanismo, sono stati progettati diversi 
inattivatori suicidi, uno dei quali è la difluorometilorni- 
tina (DFMO), che è relativamente stabile in soluzione. 
Tuttavia quando si lega all’ornitina decarbossilasi l’en- 
zima viene rapidamente inattivato (Figura 3). L’inibitore 
agisce fornendo una trappola di elettroni alternativa 
sotto forma di due atomi di fluoro, che sono due eccel- 
lenti gruppi uscenti. In presenza dell’inibitore, invece di 
avere lo spostamento di elettroni all’interno della strut- 
tura ciclica del PLP, si ha lo spiazzamento di un atomo 
di fluoro. Latomo di zolfo del residuo di cisteina pre- 
sente nel sito attivo forma un complesso covalente con 
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l’addotto PLP-inibitore altamente reattivo, rendendo la 


DFMO 
FF reazione essenzialmente irreversibile. In questo modo, 
Ng l’inibitore sfrutta il meccanismo d’azione dell'enzima 
O E. CF Ha 
| AA per inattivarlo. 
H2N7(CH2}3T tO b _ î O Nellasperimentazione clinica la DFMO è risultata molto 
î NH, H,N— (CH DA) efficace e viene oggi utilizzata nella cura della malattia 
0 DI H20 +ng 0° delsonno provocata dal Trypanosoma brucei gambiense. 
[fe SE A I Una simile strategia sembra essere molto promettente 
@-o-cn Y @-o-ci D per il trattamento di molte altre malattie. La progetta- 
2 yo 27 OH zione di farmaci basati sul meccanismo d’azione e sulla 
i La struttura degli enzimi può essere complementare ai 
N CH3 N CH3 metodi più tradizionali di sviluppo dei farmaci. 
Piridossal Base di Schiff 
fosfato 
CO, +F 


Enzi — Cys- H 
nzima — Cys-S x 


Enzima — Cys-S ì IDA. H 
NE? / 
Da f 
ENFASI HaNT(CHa)g70 
Fo ici 
NH *NH — ulteriori 
Il } Lu riarrangiamenti bacio 
®-0—-cH,, OH -0—CH2,___0H 
Figura 3 Inibizione dell'ornitina DE CHy SN CH. 
decarbossilasi da parte della DFMO. H i H 3 


Il concetto degli analoghi dello stato di transizione è im- 
portante per progettare nuovi agenti farmaceutici. Co- 
me vedremo, i farmaci molto efficaci contro l’HIV chia- 
mati inibitori delle proteasi sono stati progettati, almeno 
in parte, come analoghi dello stato di transizione a for- 
te legame. 


e L'attività enzimatica dipende dal pH 
Gli enzimi hanno un pH ottimale, o un ambito di pH otti- 
male, in cui la loro attività diventa massima (Figura 6.18); 
a valori di pH più bassi o più elevati l’attività enzimatica 
tende a diminuire. Questo comportamento non è sorpren- 
dente; le catene laterali degli amminoacidi possono agire 
da acidi e da basi deboli e possono quindi svolgere funzio- 
ni che dipendono dal loro stato di ionizzazione. Il gruppo 
ionizzato potrebbe avere un ruolo essenziale nel mante- 
nimento della struttura della proteina. Per esempio, la ri- 
mozione di un protone dalle catene laterali di un residuo 
di His potrebbe eliminare un’interazione ionica essenziale 
per la stabilizzazione della conformazione attiva dell’en- 
zima. Sono molto meno comuni i casi in cui la dipenden- 
za dal pH è dovuta alla titolazione (il rilascio o il legame 
di un protone) di un gruppo appartenente al substrato. 
Lambito del pH in cui si hanno queste variazioni 
dell’attività enzimatica dipende dalla natura degli ammi- 
noacidi coinvolti (vedi la Tabella 3.1). Per esempio, una va- 


riazione dell’attività enzimatica a un pH vicino a 70 è do- 
vuta spesso alla titolazione di un residuo di His. Leffetto 
del pH deve essere interpretato però con qualche caute- 
la. Nell’ambiente molto compatto delle proteine, il valore 
di pK, delle catene laterali dei residui amminoacidici può 
variare considerevolmente. Per esempio, il valore di pK, 
della catena laterale di un residuo di Lys può essere abbas- 
sato da una carica positiva posta nelle vicinanze, mentre 
una carica negativa sempre vicina avrà un effetto opposto, 
aumentando in questo caso il valore di pK,. Questi effet- 
ti possono indurre in qualche caso variazioni di pK, di al- 
cune unità di pH rispetto al valore dell’amminoacido libe- 
ro. Un residuo di Lys nell’enzima aceto-acetato decarbos- 
silasi ha un valore di pK, di 6,6 (il valore normale è 10,5) a 
causa degli effetti elettrostatici di cariche positive vicine. 


SOMMARIO 6.3 
La cinetica enzimatica, un approccio 
alla comprensione del meccanismo di azione 
degli enzimi 

* Quasi tutti gli enzimi hanno in comune alcune carat- 
teristiche cinetiche. Quando viene aggiunto il substra- 
to, l'enzima raggiunge rapidamente una condizione di 
stato stazionario, in cui la velocità di formazione del 
complesso ES è uguale alla velocità di scissione. Man 
mano che [S] aumenta, l’attività allo stato stazionario 
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Figura 6.17 Un analogo dello stato di transizione. Nella glicolisi, 
un'aldolasi di classe Il (presente nei batteri e nei funghi) catalizza 

la scissione del fruttosio 1,6-bisfosfato per formare la gliceraldeide 
3-fosfato e il diidrossiacetone fosfato (per un esempio di aldolasi di 
classe I, presente negli animali e nelle piante superiori, vedi la Figura 
14.6). La reazione procede con un meccanismo simile al contrario 
della condensazione aldolica. Il composto fosfoglicoloidrossamato 
assomiglia all'enediolato, che si ritiene sia lo stato di transizione 

di quella reazione, e si lega all'enzima circa 10 000 volte meglio di 
quanto faccia il prodotto diidrossiacetone fosfato. 


a una concentrazione fissa di enzima aumenta con un 
andamento iperbolico, fino a raggiungere una caratte- 
ristica velocità massima, Vmax alla quale tutto l'enzima 
si trova nella forma di complesso col substrato. 

e La concentrazione di substrato che determina una ve- 
locità pari a metà della V.,ax corrisponde alla costante 
di Michaelis, caratteristica di ogni enzima che agisce su 
un dato substrato. Lequazione di Michaelis-Menten 


Vimax [S] 


* 


mette in relazione la velocità con [S] e V.nax attraverso 
la costante K,,. La cinetica di Michaelis-Menten viene 
detta anche cinetica dello stato stazionario. 

© Kn € Vmnax assumono differenti significati in enzimi di- 
versi. Il fattore limitante di una reazione catalizzata 
da un enzima in presenza di concentrazioni saturanti 
di substrato è la costante K.,y, 0 numero di turnover. 
Il rapporto Ku /Km è una buona misura dell'efficienza 
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Figura 6.18 Attività di due enzimi in funzione del pH. Le due 
curve sono state ottenute riportando le velocità iniziali delle reazioni, 
misurate in tamponi a pH diverso. Poiché il pH è una funzione 
logaritmica, una differenza di una unità corrisponde a una variazione 
di 10 volte della [H*]. Anche i valori di V, sono stati riportati 
utilizzando una scala logaritmica. Il pH ottimale dell'attività di un 
enzima in genere è vicino al pH dell'ambiente in cui l'enzima si trova 
normalmente. La pepsina, che idrolizza alcuni legami peptidici nelle 
proteine durante la fase della digestione che avviene nello stomaco, 
ha un pHottimale di circa 1,6 e il pH del succo gastrico varia da 1 a 
2.La glucosio 6-fosfatasi degli epatociti, responsabile del rilascio del 
glucosio nel sangue, ha un pH ottimale intorno a 7,8; il pH del citosol 
degli epatociti è di circa 7,2. 


catalitica. equazione di Michaelis-Menten si applica 
anche alle reazioni a due substrati, che avvengono tra- 
mite la formazione di complessi ternari o con meccani- 
smo a ping-pong (a doppio spostamento). 

e Linibizione reversibile di un enzima può essere compe- 
titiva, incompetitiva o mista. Gli inibitori competitivi 
competono col substrato per il legame reversibile al sito 
attivo, ma non vengono trasformati dall’enzima. Gli ini- 
bitori incompetitivi si legano solo al complesso ES in un 
sito distinto dal sito attivo. Gli inibitori misti si legano 
aEoaES, di nuovo in un sito distinto dal sito attivo. 
Nell’inibizione irreversibile un inibitore si lega perma- 
nentemente al sito attivo, formando un legame cova- 
lente o un’interazione non covalente molto stabile. 

e Ogni enzima ha un pH ottimale (o un ambito di pH ot- 
timale) al quale esprime la massima attività. 


Esempi di reazioni enzimatiche 


Finora abbiamo rivolto la nostra attenzione ai principi ge- 
nerali della catalisi e abbiamo introdotto alcuni parame- 
tri cinetici per descrivere l’azione degli enzimi. Passiamo 
ora a illustrare alcuni esempi del meccanismo d’azione di 
enzimi specifici. 

La comprensione di tutti i dettagli del meccanismo d’a- 
zione di un enzima purificato richiede che vengano iden- 
tificati tutti i substrati, i cofattori, i prodotti e i regolatori. 
Inoltre occorrerà conoscere: (1) la sequenza temporale di 
formazione degli intermedi legati all’enzima; (2) la strut- 
tura di ciascun intermedio e di ciascuno stato di transi- 
zione; (3) le velocità di interconversione degli intermedi; 
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(4) le relazioni strutturali dell'enzima con ciascun interme- 
dio; (5) il contributo energetico di tutti i gruppi che reagi- 
scono e interagiscono con i complessi intermedi e gli stati di 
transizione. Probabilmente finora non c’è nessun enzima di 
cui siano noti tutti questi dettagli in un modo così preciso. 

Ci occuperemo del meccanismo d’azione di quattro en- 
zimi: la chimotripsina, l’esochinasi, l’enolasi e il lisozima. 
Questi quattro esempi non chiariranno tutti gli aspetti del- 
la chimica dell’azione degli enzimi, ma essi sono stati scelti 
in quanto sono gli enzimi meglio conosciuti, e perché illu- 
strano bene almeno in parte i principi generali esposti in 
questo capitolo. Verranno presi in esame alcuni principi 
selezionati e saranno analizzati gli esperimenti fondamen- 
tali, che potranno aiutare a metterne in evidenza i concet- 
ti di base. Utilizzeremo l'esempio della chimotripsina per 
rivedere alcune convenzioni usate per descrivere il mec- 
canismo d’azione degli enzimi. Molti dettagli del meccani- 
smo d’azione, come molte evidenze sperimentali, verranno 
necessariamente omessi; nessun libro potrà mai documen- 
tare per intero tutta la storia della sperimentazione con- 
dotta con questi enzimi. Inoltre, prenderemo solo breve- 
mente in considerazione il contributo dei coenzimi all’at- 
tività catalitica di molti enzimi. La funzione dei coenzimi 
è molto varia dal punto di vista chimico ed essi verranno 
descritti singolarmente nella Parte 2. 
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e Ilmeccanismo d'azione della chimotripsina comporta 
l’acilazione e la deacilazione di un residuo di serina 

La chimotripsina pancreatica bovina (M, 25 191) è una 
proteasi, cioè un enzima che catalizza la rottura idrolitica 
di legami peptidici. Questa proteasi è specifica per i legami 
peptidici adiacenti a residui amminoacidici aromatici (Trp, 
Phe, Tyr). La struttura tridimensionale della chimotripsi- 
na è mostrata nella Figura 6.19, in cui sono posti in risalto 
i gruppi funzionali del sito attivo. La reazione catalizzata 
da questo enzima illustra il principio della stabilizzazione 
dello stato di transizione ed è un esempio classico di cata- 
lisi acido-base generale e catalisi covalente. 

La chimotripsina aumenta la velocità di idrolisi del le- 
game peptidico di almeno 10° volte. enzima non catalizza 
l'attacco diretto di una molecola di acqua sul legame pepti- 
dico, ma forma invece un intermedio covalente transitorio 
acil-enzima. La reazione procede attraverso due fasi princi- 
pali. Nella fase di acilazione viene rotto il legame peptidi- 
co e si forma un legame estere tra l'atomo di carbonio car- 
bonilico del peptide e l’enzima. Nella fase di deacilazione 
il legame estere viene idrolizzato e viene rigenerato l’en- 
zima libero non acilato. 

Lesistenza di un intermedio covalente acil-enzima nel- 
la reazione catalizzata dalla chimotripsina è stata indivi- 
duata per la prima volta mediante esperimenti classici di 
cinetica dello stato pre-stazionario. Oltre al suo effetto sui 
polipeptidi, la chimotripsina catalizza anche l’idrolisi di 
piccoli esteri e ammidi. Queste reazioni sono molto più 
lente in quanto l’energia di legame che si rende disponibi- 
le con questi substrati più piccoli è inferiore, e sono quin- 
di più facili da studiare. B.S. Hartley e B.A. Kilby nel 1954 
hanno scoperto che l’idrolisi del p-nitrofenilacetato da par- 
te della chimotripsina, misurata valutando la formazione 
di p-nitrofenolo, procedeva all’inizio con una velocità ele- 
vatissima per poi stabilizzarsi su valori molto più bassi (Fi- 


Figura 6.19 Struttura della chimotripsina. (PDB ID 7GCH) 

(a) Rappresentazione della struttura primaria, che mostra i ponti 
disolfuro e la localizzazione degli amminoacidi essenziali per la 
catalisi. La proteina è costituita da tre catene polipeptidiche unite 
da ponti disolfuro. (La numerazione dei residui della chimotripsina 
in cui mancano i residui 14, 15, 147 e 148 è spiegata nella Figura 
6.38.) Gli amminoacidi del sito attivo vengono a trovarsi vicini 

nella struttura tridimensionale dell'enzima. (b) Un'immagine della 
chimotripsina che mette in risalto la sua superficie. La tasca a cui si 
lega la catena laterale aromatica del substrato è indicata in giallo. | 
residui essenziali del sito attivo, che comprendono la Ser'*, l'His?” e 
l'Asp'°2, sono in rosso. La funzione di questi residui è illustrata nella 
Figura 6.22. (c) Rappresentazione a nastro dello scheletro covalente 
del polipeptide in cui i ponti disolfuro sono in giallo; le tre catene A, 
BeC sono colorate come in (a). (d) Ingrandimento del sito attivo a 
cui è legato un substrato (in bianco e in giallo). L'idrossile della Ser? 
attacca il gruppo carbonilico del substrato (i cui ossigeni sono colorati 
in rosso); la carica negativa che si genera sull'ossigeno è stabilizzata 
dal buco dell'ossianione (gli azoti ammidici della Ser!°e della Gly!?3 
sono in blu), come descritto nella Figura 6.22. La catena laterale 
aromatica del substrato (in giallo) è all'interno della tasca idrofobica. 
L'azoto ammidico del legame peptidico che verrà scisso (che sporge 
verso l'osservatore e che indirizza il resto della catena polipeptidica 
substrato) è in bianco. 
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gura 6.20). Estrapolando i valori al tempo zero, i due ricer- 
catori osservarono che la fase “esplosiva” corrispondeva 
alla formazione di una molecola di p-nitrofenolo per ogni 
molecola di enzima presente. Hartley e Kilby conclusero 
che questa fase poteva riflettere una rapida reazione di 
acilazione di tutte le molecole di enzima (con la concomi- 
tante formazione di p-nitrofenolo) e che il successivo re- 
cupero dell'enzima era poi limitato da una tappa di deaci- 
lazione lenta. Simili risultati sono stati ottenuti in seguito 
con molti altri enzimi. identificazione della fase esplosi- 
va è un altro esempio dell’uso della cinetica per evidenzia- 
re le tappe che fanno parte di una reazione. 

Analizzando la dipendenza della reazione dal pH so- 
no state chiarite altre caratteristiche del meccanismo della 
chimotripsina. La velocità di idrolisi del substrato media- 
ta dalla chimotripsina mostra un andamento in funzione 
del pH a forma di campana (Figura 6.21). Le velocità ana- 
lizzate nella Figura 6.21a sono state ottenute a basse con- 
centrazioni di substrato (sottosaturazione) e dipendono 
quindi dal rapporto k.a/Ky (vedi Equazione 6.27 a pagina 
213). Un’analisi più dettagliata della velocità in funzione 
delle diverse concentrazioni di substrato e a ciascun valo- 
re di pH permette al ricercatore di determinare il contri- 
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Figura 6.20 La cinetica dello stato pre-stazionario 

mette in evidenza un intermedio acil-enzima. L'idrolisi del 
p-nitrofenilacetato da parte della chimotripsina è stata valutata in 
base al rilascio di p-nitrofenolo (un composto colorato). All'inizio vi 

è la formazione molto rapida (esplosiva) di p-nitrofenolo in quantità 
pressoché stechiometrica con quella dell'enzima presente. Ciò è 
dovuto alla reazione molto rapida della fase di acilazione. In seguito 
la velocità diventa minore, in quanto il recupero dell'enzima dipende 
dalla velocità della fase di deacilazione (lenta). 
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buto individuale dei termini kx e Km. Dopo aver ottenu- 
to la velocità massima a ogni valore di pH, si può porre in 
grafico la sola kx in funzione del pH (Figura 6.21b); dopo 
avere ottenuto il valore di K,, a tutti i valori del pH, i ricer- 
catori hanno potuto analizzare l'andamento di 1/K,, (Figu- 
ra 6.21c) sempre in funzione del pH. Le analisi cinetiche e 
strutturali hanno rilevato che la variazione di k,,; riflette 
lo stato di ionizzazione dell’His”. La diminuzione del va- 
lore di k., a pH bassi è dovuta alla protonazione dell’His” 
(così non può sottrarre un protone dalla Ser! nella tap- 
pa © della reazione; vedi la Figura 6.22). Questa riduzione 
della velocità evidenzia l’importanza della catalisi generale 
acido-base nel meccanismo d’azione della chimotripsina. 
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Figura 6.21 La dipendenza dal pH delle reazioni catalizzate 
dalla chimotripsina. (a) La velocità di idrolisi mediata dalla 
chimotripsina presenta un profilo di pH a forma di campana, con 

il valore ottimale a pH 8,0. La velocità (v) è quella ottenuta a basse 
concentrazioni di substrato e riflette quindi il valore di K_4/Km. Il 
grafico può essere scomposto nei suoi componenti utilizzando il 
metodo cinetico per determinare separatamente K_. e K a ciascun 
valore di pH. Risulta ora chiaro (b e c) che la transizione che avviene 
a valori di pH intorno a 7 è dovuta alle variazioni di ky mentre 

la transizione che si verifica a pH intorno a 8,5 è causata dalle 
modificazioni di 1/K,. Studi cinetici e strutturali hanno dimostrato 
che le transizioni mostrate in (b) e (c) riflettono, rispettivamente, 

lo stato di ionizzazione della catena laterale dell'His?” (quando il 
substrato non è legato) e del gruppo a-amminico dell’Ile'9 (il residuo 
amminoterminale della catena B). Per ottenere l'attività ottimale, 
l'His°” deve essere deprotonata e l'Ile!° protonata. 
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X* COME LEGGERE | MECCANISMI DI REAZIONE: UN RIPASSO 


I meccanismi delle reazioni chimiche coinvolti nella formazio- 
ne e nella rottura dei legami covalenti vengono rappresentati 
da punti e frecce ricurve, una convenzione conosciuta in modo 
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Quando il substrato si lega, la catena 
laterale del residuo adiacente al legame 


informale come electron pushing (spinta 
elettronica). Un legame covalente con- 
siste in una coppia di elettroni condivi- 
si. Gli elettroni non legati ma importan- 
ti per il meccanismo di reazione sono 
indicati da due punti (OH). Le frecce 
ricurve (=) indicano il movimento del- 
la coppia di elettroni. Per il movimen- 
to di un solo elettrone (come nel caso 
di una reazione con un radicale libero) 


peptidico che verrà tagliato si inserisce 
in una tasca idrofobica dell’enzima, 
così da posizionare il legame 

in maniera corretta per l'attacco. 


Chimotripsina (enzima libero) 


pe 102 


AS 
= | (1) 
i 0 
N 
; E C His” 
Sito attivo 
Buco D! 
ossianionico Substrato (un polipeptide) 


viene usata una freccia con mezza pun- 
ta, tipo amo da pesca (=). Nella mag- 
gior parte delle tappe di una reazione 


è coinvolta una coppia elettronica non Tasca H 
condivisa (come nel caso del meccani- idrofobica 6 OR 


smo della chimotripsina). 

Alcuni atomi sono più elettronegativi 

di altri, e di conseguenza attraggono più fortemente 
gli elettroni. Le elettronegatività relative degli atomi 
considerati nel testo sonoF>0>N>C=S>P=H. 
Per esempio, le due coppie elettroniche che formano il 
legame C=0 (carbonilico) non sono ugualmente con- 
divise; il carbonio diventa relativamente povero di elet- 
troni per il fatto che l’ossigeno attira gli elettroni verso di 
sé. Molte reazioni coinvolgono un atomo ricco di elettroni 
(nucleofilo) che reagisce con un atomo povero di elettroni 
(elettrofilo). A destra sono indicati alcuni nucleofili ed elet- 
trofili comuni in biochimica. 

In generale, il meccanismo di reazione ha inizio a livello di una 
coppia di elettroni non condivisi di un nucleofilo. Nelle raffigu- 
razioni dei meccanismi, la freccia che indica la spinta elettro- 
nica origina vicino ai due punti, che rappresentano la coppia 
elettronica utilizzata nella reazione, mentre la dire- 
zione della freccia punta verso l’elettrofilo che viene 
attaccato. Quando una coppia di elettroni non con- 
divisi conferisce al nucleofilo una carica negativa, 
il simbolo stesso della carica negativa rappresenta 
la coppia di elettroni e costituisce il punto di inizio 
della freccia. Nel meccanismo della chimotripsina, 
la coppia di elettroni nucleofilica interessata nella formazio- 
ne del complesso ES nelle tappe © e @ è fornita dall’ossigeno 
del gruppo ossidrilico della Ser!?. Questa coppia elettronica 
(2 degli 8 elettroni di valenza dell’ossigeno ossidrilico) è il pun- 
to di partenza della freccia ricurva. Il nucleo elettrofilico che 
viene attaccato è il carbonio carbonilico del legame peptidico 
che deve essere rotto. Gli atomi di C, O ed N hanno un massimo 
di 8 elettroni di valenza, mentre H ne ha al massimo 2. Questi 
atomi possono trovarsi occasionalmente in stati instabili con 
un numero inferiore di elettroni rispetto a quello ottimale, ma 
C, Ne O non possono averne più di 8. Quindi, quando la cop- 
pia di elettroni della Ser!?° della chimotripsina attacca il car- 
bonio carbonilico del substrato, una coppia di elettroni deve 
uscire dallo strato esterno del carbonio (non si possono avere 
5 legami su un carbonio!). Questo movimento di elettroni av- 
viene verso l’ossigeno carbonilico più elettronegativo. L’ossi- 
geno ha anch'esso 8 elettroni di valenza prima e dopo il pro- 
cesso chimico, ma il numero di elettroni condivisi con il car- 
bonio scende da 4 a 2, e l'ossigeno carbonilico acquisisce una 
carica negativa. Nella tappa successiva, la coppia di elettroni 
che conferisce la carica negativa all’ossigeno ritorna a forma- 
re il legame con il carbonio, ristabilendo il gruppo carbonili- 
co. Una coppia di elettroni deve essere nuovamente allonta- 
nata dal carbonio, e questa volta si tratta della coppia elettro- 
nica condivisa con il gruppo amminico del legame peptidico. 
Questo provoca la rottura del legame peptidico. Le altre tap- 
pe procedono in modo analogo. 


Lallontanamento 
del secondo 
prodotto dal sito 
attivo ripristina 
l'enzima libero. 


HN Ser! 


î met ni N_C_CAA 
“TT I i n: 
/ R? ‘0 (0) RI! 0 


a 


Prodotto 2 


Complesso enzima-prodotto 2 


7A \Q 
N 


Zimm 


O!"H il Ser 199 


H 
N 
Gly 193 


Vane 
—5 
Ossigeno carico negativamente 
(come in un gruppo ossidrilico 
non protonato o un acido 


E Atomo di carbonio del gruppo 
carbossilico ionizzato) STUpp 


carbonilico (l’ossigeno del gruppo 
carbonilico più elettronegativo 
allontana gli elettroni dal carbonio) 


( 
N Mr: 
TN 

H 


Za 
—_ S cà 
Sulfidrile carico negativamente 


| 


Carbanione —C7 


Gruppo imminico protonato 
(attivato per attacco nucleofilico 
al carbonio mediante 
protonazione dell’immina) 


= (Vai 


| ni Fosforo O—P=0 
Imidazolo HN 4 De * di un gruppo IU 
Vane 


fosfato (0) 
HE=os 


Vo :R 
Ione ossidrilico 


Gruppo amminico 
senza carica 


Protone H* 


© 978-88-08-26148-9 


CAPITOLO 6 
Gli enzimi 


Linstabilità della carica negativa sull’ossigeno 


Pinterazione tra Ser1?5 e His57 genera uno ione 
alcossido sulla Ser195 fortemente nucleofilico; 
lo ione attacca il gruppo carbonilico del peptide, 


carbonilico del substrato porta al collasso 
dell’intermedio tetraedrico: la riformazione 
di un doppio legame con il carbonio rimuove 


Complesso formando un intermedio tetraedrico acil-enzima. Intermedio* il legame tra il carbonio e il gruppo amminico 
CAZIMA” Si ha inoltre la formazione di una carica negativa a vita breve del legame peptidico, causandone la rottura. 
substrato Ea (acilazione) ario 
: sull’ossigeno = amminico 
H carbonilico H uscente viene 
<' His del substrato, ‘di Ts La protonato 
O 4 stabilizzata Dai \ dall’His5” 
AA—CH—C DO da legami idrogeno OT è e ne viene 
H R: 0 nel buco AA—CH—C HR! facilitato 
09 ossianionico. \ = il distacco. 
HN (: —CH—-CT-AA 
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Ù 
C-C—THN—CH—C-AA, 
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193 
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Figura 6.22 X} MECCANISMO D'AZIONE Rottura idrolitica di un legame peptidico da 
parte della chimotripsina. La reazione avviene in due fasi. Nella fase di acilazione (tappe da @ 
a ©), la formazione di un intermedio covalente acil-enzima è accoppiata alla rottura del legame 
peptidico. Nella fase di deacilazione (tappe da © a @), la deacilazione rigenera l'enzima libero; 
si tratta dell'inverso della fase di acilazione, con l'acqua che svolge, in senso contrario, il ruolo del 
componente amminico del substrato. & Chymotrypsin Mechanism 


* L'intermedio tetraedrico nella via di reazione della chimotripsina e il secondo intermedio tetraedrico che si for- 
ma successivamente vengono talvolta considerati stati di transizione e questo può portare a confusione. Un in- 
termedio è una specie chimica con un'’emivita ben definita e cioè di durata superiore a quella di una vibrazione 
molecolare (-107"? secondi). Uno stato di transizione è semplicemente una specie a massima energia che si forma 
nella coordinata di reazione e non ha un’emivita definita. Gli intermedi tetraedrici che si formano nella reazione 
della chimotripsina sono molto simili, energeticamente e strutturalmente, agli stati di transizione che portano al- 
la loro formazione e alla loro demolizione. Gli intermedi rappresentano, tuttavia, una tappa obbligata nella for- 
mazione completa del legame, mentre lo stato di transizione è parte del processo di reazione. Nel caso della chi- 
motripsina, a causa della stretta relazione tra l'intermedio e lo stato di transizione reale, una loro distinzione non 
viene abitualmente presa in considerazione. L'interazione tra l'ossigeno carico negativamente e l'azoto ammidi- 
co nel buco ossianionico, spesso considerata come una stabilizzazione dello stato di transizione, serve in questo 
caso anche a stabilizzare l’intermedio. Non tutti gli intermedi hanno un’emivita così breve da assomigliare agli 
stati di transizione. L'intermedio acil-enzima della chimotripsina è molto più stabile e più facilmente studiabile, e 
quindi non è mai stato confuso con uno stato di transizione. 


Intermedio* a vita breve 
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La scissione dell’intermedio 
tetraedrico forma il secondo 
prodotto, un anione carbossilato, 
e produce il distacco della Ser!95. 
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Una molecola di acqua 

in entrata viene deprotonata 
per catalisi basica generale, 
formando uno ione ossidrilico 
fortemente nucleofilico. 
Lattacco dell’ossidrile 

sul legame estere 
dell’acil-enzima genera 

un secondo intermedio 
tetraedrico, con l’ossigeno 
che assume nuovamente 
una carica negativa 

nel buco ossianionico. 
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Le variazioni del valore di 1/K,, riflettono le variazioni nel- 
la ionizzazione del gruppo a-amminico dell’Ile!° (che si tro- 
va all’estremità amminoterminale di una delle tre catene 
polipeptidiche). Questo gruppo forma un ponte salino con 
Asp!” stabilizzando la conformazione attiva dell'enzima. A 
pH elevati, quando questo gruppo perde il suo protone, il 
ponte salino viene rotto e una modificazione conformazio- 
nale chiude la tasca idrofobica dove si inseriscono le catene 
laterali degli amminoacidi aromatici del substrato (Figura 
6.19). In queste condizioni alcaline, i substrati non possono 
rimanere legati e questo fatto è evidenziato cineticamente 
dall’aumento di K,,.. 

Come si vede chiaramente nella Figura 6.22, nella fase 
di acilazione l’ossigeno della Ser!?5 è il nucleofilo. (Le pro- 
teasi in cui un residuo di Ser svolge questo ruolo nel mec- 
canismo di reazione vengono chiamate serina proteasi.) 
Il valore di pK, del gruppo ossidrilico della Ser è general- 
mente troppo alto per disporre al pH fisiologico della for- 
ma non protonata in concentrazioni significative. Tuttavia 
nella chimotripsina la Ser! è legata con una rete di ponti 
idrogeno all’His® e allAsp!, formando quella che viene 
definita la triade catalitica. Quando un substrato pepti- 
dico si lega alla chimotripsina, un'immediata modificazio- 
ne conformazionale comprime il legame idrogeno tra His” 
e Asp!®, dando luogo a un’interazione più forte, chiamata 
legame idrogeno a bassa barriera. Questo aumento nell’in- 
terazione fa salire il valore di pK, dell’His? da circa 7 (per 
l’istidina libera) a > 12, consentendole di comportarsi da 
base generale più forte, in grado di rimuovere il protone 
dal gruppo ossidrilico della Ser!?. La deprotonazione evi- 
ta la formazione di una carica positiva altamente instabi- 
le sull’ossidrile della Ser! e rende la catena laterale del- 
la Ser un nucleofilo più forte. Negli stadi successivi della 
reazione l’His°” si comporta anche come donatore di pro- 
toni, protonando il gruppo amminoterminale della parte 
restante del substrato (il gruppo uscente). 

Non appena l’ossigeno della Ser!” attacca il gruppo 
carbonilico del substrato, si forma un intermedio tetrae- 
drico transitorio in cui l'ossigeno carbonilico assume una 
carica negativa (Figura 6.22, tappa @). Questa carica, che 
si genera in una tasca nell’enzima chiamata buco dell’os- 
sianione, è stabilizzata da legami idrogeno con i gruppi am- 
midici dei due legami peptidici dello scheletro della chi- 
motripsina. Uno di questi legami idrogeno (formato con 
la Gly!95) è presente esclusivamente nell’intermedio e nel- 
la formazione e demolizione degli stati di transizione; in 
questo modo riduce l’energia necessaria per il raggiungi- 
mento di questi stati. Questo è un esempio dell’uso dell’e- 
nergia di legame nella catalisi. 


e La comprensione dei meccanismi d'azione delle proteasi 
porta allo sviluppo di nuovi trattamenti delle infezioni 
da HIV 
I nuovi farmaci vengono quasi sempre progettati 
per inibire un enzima. Esempi di questa afferma- 
zione sono le terapie sviluppate per trattare le in- 
fezioni da HIV, che hanno avuto successo. Il virus dell’im- 
munodeficienza umana (HIV) è l’agente patogeno della sin- 
drome da immunodeficienza acquisita (o AIDS). Nel 2005 
da 37 a 45 milioni di persone in tutto il mondo erano affette 
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da infezione da HIV. Sempre nel 2005 da 3,9 a 6,6 milioni di 
persone contrassero l'infezione e i decessi furono più di 2,4 
milioni. EAIDS si manifestò in forma epidemica negli anni 
’80. EHIV è stato scoperto subito dopo e identificato come 
retrovirus. I retrovirus hanno un genoma costituito da RNA 
e un particolare enzima, la trascrittasi inversa, in grado di 
utilizzare RNA per la sintesi diretta di un DNA comple- 
mentare. Gli sforzi intesi a determinare la struttura dell’HIV 
e quindi a sviluppare terapie per controllare l'infezione da 
HIV durano da decenni e si sono avvalsi delle ricerche di ba- 
se condotte anche su altri retrovirus. Il ciclo vitale di un re- 
trovirus come l’HIV è relativamente semplice (vedi la Figu- 
ra 26.32). Il suo RNA genomico viene convertito in un DNA 
duplex attraverso varie tappe catalizzate dalla trascrittasi 
inversa (vedi il Capitolo 26). Il DNA duplex viene quindi in- 
serito in un cromosoma nel nucleo della cellula ospite 
dall’enzima integrasi (vedi il Capitolo 25). La copia integra- 
ta del genoma virale può rimanere dormiente indefinita- 
mente. In alternativa può essere trascritta in RNA, che ver- 
rà poi tradotto in proteine per la costruzione di nuove par- 
ticelle virali. La maggior parte dei geni virali viene tradotta 
sotto forma di grandi poliproteine, che vengono scisse dalla 
proteasi HIV in singole proteine necessarie per la formazio- 
ne del virus (vedi la Figura 26.33). Gli enzimi fondamenta- 
li di questo ciclo sono tre: la trascrittasi inversa, l’integrasi e 
la proteasi, tutti potenziali bersagli di farmaci. 

Esistono quattro principali classi di proteasi. Le serina 
proteasi, come la chimotripsina e la tripsina, e le cisteina 
proteasi (in cui una cisteina nel sito attivo svolge un ruolo 
catalitico simile a quello della serina) formano complessi 
covalenti enzima-substrato; le aspartil-proteasi e le metal- 
loproteasi non formano invece legami covalenti. La pro- 
teasi HIV è un’aspartil-proteasi. Due residui di Asp nel sito 
attivo facilitano l’attacco diretto di una molecola di acqua 
sul legame peptidico che deve essere scisso (Figura 6.23). 
Il prodotto iniziale dell’attacco dell’acqua sul gruppo car- 
bonilico nel legame peptidico da scindere è un intermedio 
tetraedrico instabile, una situazione analoga a quella già 
vista nella reazione catalizzata dalla chimotripsina. Que- 
sto intermedio è strutturalmente ed energeticamente si- 
mile allo stato di transizione della reazione idrolitica. I far- 
maci fin qui sviluppati come inibitori della proteasi HIV 
formano complessi non covalenti con l’enzima, ma si le- 
gano così fortemente da poter essere considerati inibitori 
irreversibili. Un legame così forte deriva in parte dal fat- 
to che essi sono analoghi strutturali degli analoghi dello 
stato di transizione. Bisogna mettere in risalto che questi 
farmaci si sono dimostrati molto efficienti. I principi ca- 
talitici studiati in questo capitolo non sono semplicemen- 
te idee astratte da memorizzare: la loro applicazione può 
salvare vite umane. 

La proteasi HIV scinde molto rapidamente il legame 
peptidico tra i residui di fenilanalina e prolina. Una ta- 
sca del sito attivo lega i gruppi aromatici vicini al legame 
che deve essere scisso. Le strutture di alcuni inibitori del- 
la proteasi HIV sono mostrate nella Figura 6.24. Anche se 
esse possono apparire diverse, hanno tutte in comune una 
struttura centrale costituita da una catena principale con 
un gruppo ossidrilico posizionato accanto a una ramifica- 
zione contenente un gruppo benzilico. Questa disposizio- 
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Figura 6.23 Meccanismo d'azione della proteasi HIV. Due residui 
di aspartato del sito attivo (appartenenti a due diverse subunità) 
agiscono con un meccanismo di catalisi acido-base, facilitando 
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Figura 6.24 Inibitori della proteasi HIV. Il gruppo ossidrilico 

(in rosso) agisce da analogo dello stato di transizione, sostituendo 
l'ossigeno dell'intermedio tetraedrico. Il gruppo benzilico adiacente (in 
azzurro) aiuta a posizionare correttamente il farmaco nel sito attivo. 


l'attacco dell'acqua sul gruppo carbonilico. L'intermedio tetraedrico 
instabile è colorato in rosa. 


ne indirizza il gruppo benzilico nella tasca (idrofobica) di 
legame dei gruppi aromatici. Il gruppo ossidrilico adia- 
cente imita l’ossigeno carico negativamente dell’interme- 
dio tetraedrico che si forma durante la normale reazione 
catalizzata, generando così un analogo dello stato di tran- 
sizione. La parte rimanente della struttura di ciascun ini- 
bitore è stata progettata per legarsi a varie fessure lungo la 
superficie dell’enzima, stabilizzando il legame. La dispo- 
nibilità di questi farmaci ha notevolmente migliorato l’a- 
spettativa e la qualità di vita di milioni di soggetti affetti 
da infezione da HIV o da AIDS. O 


e  L'esochinasiva incontro all'adattamento indotto, a seguito 
del legame del substrato 

Pesochinasi del lievito (M, 107 862) è un enzima che catalizza la 

reazione reversibile a due substrati: 


Mg * ATP Ì 
CH,0H CH,0PO8" 
(0) (0) 
H/j H/H OH 
OH H == OH H 
HO H esochinasl HO H 
H OH H OH 


B-D-Glucosio Glucosio 6-fosfato 


LATP e PADP si legano all’enzima sotto forma di comples- 
si con gli ioni metallici Mg**. 

Il gruppo ossidrilico sul C-6 della molecola del glucosio 
(su cui viene trasferito il gruppo fosforico y dell'ATP) ha 
una reattività chimica simile a quella dell’acqua, che può 
entrare liberamente nel sito attivo dell'enzima. Lesochina- 
si è però in grado di distinguere tra acqua e glucosio, con 
una preferenza per lo zucchero di un fattore dell’ordine di 
10° volte. Penzima può distinguere tra glucosio e acqua per 
effetto di una modificazione conformazionale dell'enzima 
che ha luogo quando si legano i substrati (Figura 6.25). Que- 
sto è un esempio di adattamento indotto. Quando il gluco- 
sio non è presente l'enzima è nella conformazione inattiva 
e le catene laterali degli amminoacidi del sito attivo non so- 
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Figura 6.25 Adattamento indotto nell’esochinasi. (a) L'enzima 
esochinasi ha una forma a U (PDB ID 2YHX). (b) Le estremità 
si avvicinano l'una all'altra in seguito a una modificazione 


no disposte nella posizione corretta per la reazione. Quan- 
do si legano glucosio (ma non acqua) e Mg - ATB l'energia 
di legame derivata da queste interazioni induce una modi- 
ficazione dell’enzima, che acquista la conformazione cata- 
liticamente attiva. 

Questo modello è stato confermato da studi cinetici. Lo 
zucchero a cinque atomi di carbonio xilosio è stereochimi- 
camente simile al glucosio, ma è privo di un atomo di car- 
bonio; questa molecola si lega ugualmente all’esochinasi, 
ma in una posizione che non consente la sua fosforilazio- 
ne. L'aggiunta di xilosio a una miscela di reazione aumen- 
ta la velocità di idrolisi dell’ATP. Evidentemente il legame 
dello xilosio è sufficiente a indurre la modificazione con- 
formazionale nell’esochinasi, che diventa attiva, ma è co- 
stretto a fosforilare l’acqua. La reazione dell’esochinasi il- 
lustra anche il principio che la specificità di un enzima non 
è semplicemente il legame di un composto invece di un al- 
tro. Nel caso dell’esochinasi la specificità non dipende dal- 
la formazione del complesso ES, ma dalla velocità relati- 
va delle tappe catalitiche successive. l’acqua non è esclu- 
sa dal sito attivo, ma la velocità della reazione aumenta 
molto in presenza di un accettore funzionale del gruppo 
fosforico (glucosio). 


H° p (0) Hi 7 (O) 
0 C 

H_ ° OH H_C_-0H 

HO- T° H HO-C-H 
h== 7 OH H_C_-O0H 
CH,0H H_C-0H 
CHs0H 

Xilosio Glucosio 


L'adattamento indotto è uno degli aspetti del mecca- 
nismo catalitico dell’esochinasi che - come la chimotri- 
psina - utilizza molte strategie catalitiche. Per esempio, i 
residui amminoacidici che rivestono il sito attivo dell’en- 
zima (quelli portati nella posizione corretta dalla modi- 
ficazione conformazionale della proteina) partecipano a 
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conformazionale indotta dal legame del p-glucosio (in rosso) 
(ottenuta da PDB ID 1HKG e PDB ID 1GLK). 


una catalisi acido-base generale e alla stabilizzazione del- 
lo stato di transizione. 


e Ilmeccanismo di reazione dell’enolasi richiede ioni 
metallici 

Lenolasi, un altro enzima glicolitico, catalizza la deidrata- 

zione reversibile del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato: 


(O) N pe (O) N pe 
C (O) C 
| | _ enolasi | | 
a e =: ai di + H50 
I 
HO—CH; (O CH, (O 
2-Fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato 


La reazione fornisce un esempio dell’utilizzo di un cofat- 
tore enzimatico, che in questo caso è uno ione metallico 
(un esempio della funzione svolta da un coenzima è ripor- 
tato nel Box 6.3). L’enolasi dal lievito (M, 93 316) è un di- 
mero con subunità identiche costituite da 436 residui am- 
minoacidici. La reazione dell’enolasi illustra un tipo di ca- 
talisi da ioni metallici ed è anche esempio di catalisi aci- 
do-base generale e di stabilizzazione dello stato di transi- 
zione. La reazione avviene in due tappe (Figura 6.26a). Il 
residuo di Lys agisce da catalizzatore basico generale, 
sottraendo nella prima fase un protone dall’atomo di car- 
bonio C-2 del 2-fosfoglicerato; il residuo di Glu?!! agisce da 
catalizzatore acido generale, donando nella seconda fase 
un protone al gruppo —OH uscente. Il protone sul C-2 del 
2-fosfoglicerato non è particolarmente acido, quindi è an- 
che molto resistente alla rimozione da parte della Lys**. 
Gli atomi elettronegativi di ossigeno del gruppo carbossi- 
lico adiacente, però, sottraggono elettroni al C-2, renden- 
do gli atomi di idrogeno legati significativamente più labi- 
li e quindi rimovibili sotto forma di protoni. Nel sito atti- 
vo dell’enzima, il 2-fosfoglicerato interagisce molto salda- 
mente con due ioni Mg?* (Figura 6.26b), incrementando 
in modo notevole lo spostamento degli elettroni da parte 
del carbossile. Tutti insieme, questi effetti rendono il pro- 
tone sul C-2 sufficientemente acido (abbassando il valore 
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del suo pK,) da consentire che uno possa essere rimosso 
per dare inizio alla reazione. Quando si forma l’intermedio 
instabile enolato, gli ioni metallici agiscono ulteriormen- 
te nel proteggere le due cariche negative (presenti sugli 
atomi di ossigeno del carbossile) che si trovano, anche se 
transitoriamente, in stretta prossimità l’una all’altra. An- 
che i legami idrogeno con altri residui amminoacidici del 
sito attivo contribuiscono al meccanismo d’azione nel suo 
insieme. Tutte le diverse interazioni stabilizzano sia l’in- 
termedio enolato, sia lo stato di transizione che precede 
la sua formazione. 


e  Illisozima utilizza due reazioni successive di spostamento 
nucleofilico 

Il lisozima è un agente antibatterico naturale che si tro- 
va nelle lacrime e nel bianco d’uovo. Il lisozima del bian- 
co d’uovo di gallina (M, 14 296) è un monomero con 129 
residui amminoacidici. Questo è il primo enzima di cui 
sia stata determinata la struttura tridimensionale, ottenu- 
ta da David Phillips e collaboratori nel 1965. La struttura 
presenta quattro ponti disolfuro che la stabilizzano e una 
fenditura che contiene il sito attivo (Figura 6.27a). Più di 
cinquant’anni di indagini sul lisozima hanno fornito un 
quadro dettagliato della struttura e dell’attività dell’enzi- 
ma, nonché una storia interessante su come progredisce 
la scienza biochimica. 

Il substrato del lisozima è il peptidoglicano, un 
carboidrato che si trova in molte pareti cellulari batteri- 
che (vedi la Figura 20.30). Il lisozima scinde il legame gli- 
cosidico C—O (pB14 4) (vedi pagina 260) tra i due diver- 
si tipi di residui glucidici della molecola, l'acido N-acetil- 
muramico (Mur2Ac) e l’N-acetilglucosammina (GIcNAc) 
(Figura 6.27b), spesso chiamati rispettivamente NAM e 


Figura 6.26 Lo, MECCANISMO D'AZIONE Reazione in due 
tappe catalizzata dall’enolasi. (a) Meccanismo di conversione del 
2-fosfoglicerato (2-PGA) in fosfoenolpiruvato. Il gruppo carbossilico 
del 2-PGA è coordinato da due ioni magnesio nel sito attivo. 

(b) Il substrato 2-PGA, coordinato dai due ioni Mg?*, da Lys**5 e da 
Glu?"'nel sito attivo dell'enolasi (area grigia). L'azoto è mostrato in 
viola, il fosforo in arancione; gli atomi di idrogeno non sono mostrati 
(PDB ID 1ONE). 


NAG nella letteratura enzimologica. Sei residui costitui- 
ti da un’alternanza di Mur2Ac e di GIcNAc del peptidogli- 
cano si legano al sito attivo in siti di legame indicati con le 
lettere da A a E Dai modelli strutturali si è stabilito che la 
catena laterale lattilica del Mur2Ac non può adattarsi ai 
siti C ed E, riducendo i siti di legame del Mur2Ac esclusi- 
vamente a B, D ed F Solo uno dei legami glicosidici viene 
scisso, e cioè quello tra il residuo Mur2Ac nel sito D e il re- 
siduo GlcNAc nel sito E. I residui catalitici essenziali del si- 
to attivo sono gli amminoacidi Glu®° e Asp°° (Figura 6.28a). 
La reazione è una sostituzione nucleofilica in cui il gruppo 
—OH dell’acqua sostituisce la GIcNAc al C-1 del Mur2 Ac. 

Negli anni ’60, avendo a disposizione la struttura det- 
tagliata dell'enzima e conoscendo i residui del sito attivo, 
la comprensione del meccanismo di reazione sembrava a 
portata di mano. identificazione del reale meccanismo 
d’azione, tuttavia, è arrivata solo molto più tardi. I pro- 
dotti della scissione del legame glicosidico mediata dal li- 
sozima si potrebbero formare attraverso due diversi mec- 
canismi chimici, entrambi ugualmente possibili. Phillips e 
collaboratori hanno proposto un meccanismo dissociativo 
(tipo Sy1) (Figura 6.28a, parte sinistra), in cui la GIcNAc 
nella tappa (®) si dissocia, rilasciando un intermedio ca- 
tionico glicosilato (carbocatione). In questo meccanismo 
la GIcNAc rilasciata viene protonata da una catalisi acida 
generale operata dal Glu*, posizionato in una tasca idro- 
fobica che conferisce al suo gruppo carbossilico un valore 
di pK, insolitamente elevato. Il carbocatione che si forma 
è stabilizzato sia dalla risonanza che coinvolge l'atomo di 
ossigeno adiacente nell’anello, sia dall’interazione elettro- 
statica con la carica negativa del vicino Asp®°. Nella tappa 
@, l’acqua attacca il C-1 del Mur2Ac per formare il pro- 
dotto. Il meccanismo alternativo (Figura 6.28a, parte de- 
stra) coinvolge due tappe consecutive di spostamento di- 
retto (tipo Sy2). Nella tappa ©, l’Asp®° attacca il C-1 del 
Mur2Ac per rimuovere la GIcNAc. Come nel primo mec- 
canismo, il residuo di Glu agisce come acido generale, 
donando un protone alla GlcNAc uscente. Nella tappa @, 
l’acqua attacca il C-1 del Mur2Ac per rimuovere l’Asp” e 
generare il prodotto. 
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Figura 6.27 Lisozima del bianco d’uovo di gallina e la reazione 
che catalizza. (a) Rappresentazione della superficie dell'enzima, 
con i residui del sito attivo Glu?° e Asp?” raffigurati come modelli 

a bastoncino in nero e legati al substrato indicato come una 
struttura a bastoncino di colore rosso (PDB ID 1LZE). (b) Reazione 
catalizzata dal lisozima di bianco d'uovo di gallina. È mostrato un 
segmento di un polimero di peptidoglicano, con i siti di legame del 


Il meccanismo di Phillips (Sy1), è stato largamente ac- 
cettato nel mondo scientifico. Permangono, tuttavia, alcune 
controversie e quindi le indagini proseguono. 

A volte i metodi scientifici progrediscono lentamente e 
in alcuni casi può essere difficile progettare un esperimen- 
to realmente definitivo. Alcune argomentazioni contro il 
meccanismo di Phillips sono sicuramente interessanti, ma 
non completamente convincenti. Per esempio, il tempo di 
dimezzamento del catione glicosilico proposto era stato sti- 
mato nell'ordine di 101° secondi, appena più lungo della 
durata di una vibrazione molecolare, ma non abbastanza 
lungo per la necessaria diffusione ad altre molecole. Il li- 
sozima, inoltre, è un membro della famiglia degli enzimi 
chiamati “glicosidasi conservanti”, cioè enzimi che cataliz- 
zano reazioni in cui il prodotto ha la stessa configurazione 
anomerica presente nel substrato (la configurazione ano- 
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lisozima ombreggiati e indicati dalle lettere da A a F. Viene rotto il 
legame glicosidico C—O tra i residui di zucchero legati ai siti D ed E, 
come indicato dalla freccia rossa. La reazione idrolitica è mostrata 
nell'inserto, il destino dell'ossigeno dell'H,0 è indicato in rosso. 
Mur2Ac è l'acido N-acetilmuramico, GICNAc è l'N-acetilglucosammina. 
RO— rappresenta il residuo di acido lattico; —NAc e ACN— 
rappresentano invece un gruppo N-acetile (vedi riquadro in alto). 


merica dei carboidrati verrà trattata nel Capitolo 7) e che 
sono caratterizzati da un intermedio covalente reattivo co- 
me quello proposto dalla via alternativa (Sy2). 

Quindi il meccanismo di Phillips si scontrava con i ri- 
sultati sperimentali ottenuti con enzimi strettamente cor- 
relati. 

Gli esperimenti effettuati da Stephen Withers e colla- 
boratori nel 2001 spostarono il piatto della bilancia defi- 
nitivamente verso la via Sy2. Questi ricercatori riuscirono 
a stabilizzare lo sfuggente intermedio covalente utilizzan- 
do un enzima mutante (con il Gln al posto del Glu in po- 
sizione 35) e substrati artificiali in grado di legarsi in mo- 
do da rallentare la velocità delle tappe fondamentali della 
reazione. In questo modo poterono osservare direttamen- 
te l’intermedio tramite la spettrometria di massa e la cri- 
stallografia ai raggi X (Figura 6.28b). 
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Figura 6.28 X} MECCANISMO D'AZIONE Reazione del 
lisozima. In questa reazione (descritta nel testo) l'acqua, introdotta 
nel prodotto a livello dell'atomo C-1 del Mur2Ac, è nella stessa 
configurazione del legame glicosidico originario. La reazione è quindi 
una sostituzione molecolare con ritenzione della configurazione. 

(a) Le due vie proposte, che spiegano la reazione globale e le sue 
proprietà. La via Sy1 (a sinistra) corrisponde al meccanismo proposto 
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originariamente da Phillips. La via Sy2 (a destra) corrisponde al 
meccanismo che meglio si accorda con i dati sperimentali attuali. 
(b) Una rappresentazione della superficie intorno al sito attivo del 
lisozima, con l'intermedio enzima-substrato rappresentato secondo 
il modello a palle e bastoncini. Le strutture delle catene laterali dei 
residui del sito attivo rappresentate secondo il modello a palle e 
bastoncini sporgono dalla struttura a nastro (PDB ID 1H6M). 
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A questo punto il meccanismo del lisozima era stato di- 
mostrato sperimentalmente? No. Una caratteristica basila- 
re del metodo scientifico, come riassunse Albert Finstein, 
è: “Non ci saranno mai abbastanza esperimenti per provare 
che io ho ragione, ma un solo esperimento può dimostrare 
che ho torto”. Nel caso del meccanismo del lisozima, qual- 
cuno avrebbe potuto argomentare (ed è stato fatto) che 
i substrati artificiali con l'inserimento del fluoro sull’ato- 
mo C-1 e C-2 utilizzati negli esperimenti di identificazione 
dell’intermedio covalente avrebbero potuto alterare la via 
della reazione. L'elevata elettronegatività del fluoro potreb- 
be destabilizzare il catione ossicarbenio, già di per sé elet- 
trodeficiente, nel catione intermedio glicosidico che si for- 
merebbe nella via Sy1. La via Sy2, tuttavia, è attualmente il 
meccanismo che meglio si adatta ai dati disponibili. 


e La comprensione del meccanismo d'azione degli enzimi 
può avere importanti risvolti in medicina 

La penicillina è stata scoperta nel 1928 da Ale- 

xander Fleming, ma dovettero passare altri quin- 

dici anni prima che questo composto relativa- 
mente instabile trovasse largo impiego per il trattamento 
delle infezioni batteriche. La penicillina interferisce con 
la sintesi del peptidoglicano (vedi il Capitolo 20, Figura 
20.31), il componente più importante della parete cellula- 
re che protegge i batteri dalla lisi osmotica. Il peptidogli- 
cano è costituito da polisaccaridi e peptidi che vengono 
uniti l'un l’altro con legami crociati mediante molte tappe 
enzimatiche, tra cui una reazione transpeptidasica (Figu- 
ra 6.29). È questa la reazione inibita dalla penicillina e dai 
composti correlati (Figura 6.30a), che imitano la confor- 
mazione del segmento p-Ala-p-Ala del precursore del pep- 
tidoglicano. Il legame peptidico nel precursore viene so- 
stituito da un anello B-lattamico altamente reattivo. Quan- 
do la penicillina si lega alla transpeptidasi, un residuo di 
Ser del sito attivo attacca il gruppo carbonilico dell'anello 
B-lattamico e genera un addotto covalente tra la penicilli- 
na e l’enzima. Il gruppo uscente resta però unito al com- 
plesso in quanto è legato all’anello B-lattamico (Figura 
6.30b). enzima è inattivato e viene così bloccata la sinte- 
si della parete cellulare batterica. La maggior parte dei bat- 
teri muore perché le membrane interne si rompono a cau- 
sa di una variazione della pressione osmotica. 

Il trattamento con la penicillina o con i suoi derivati ha 
portato nell'uomo alla comparsa di ceppi di batteri pato- 
geni che esprimono le f-lattamasi (Figura 6.31a), enzimi 
che spezzano l’anello p-lattamico degli antibiotici, inatti- 
vandoli. I batteri quindi diventano resistenti a questi an- 
tibiotici. I geni per questi enzimi si sono rapidamente dif- 
fusi nelle popolazioni batteriche sotto la pressione selet- 
tiva imposta dall’uso (e spesso dall'abuso) degli antibioti- 
ci p-lattamici. La medicina umana ha risposto con lo svi- 
luppo di composti come l’acido clavulanico, un inattiva- 
tore suicida che inattiva irreversibilmente le B-lattamasi 
(Figura 6.31b). Eacido clavulanico ha una struttura simile 
a quella di un antibiotico B-lattamico e forma un addotto 
covalente con una Ser nel sito attivo della B-lattamasi. Vie- 
ne così a formarsi un riarrangiamento che genera un de- 
rivato molto reattivo, che viene poi attaccato da un altro 
nucleofilo nel sito attivo, acilando e inattivando l’enzima. 
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Figura 6.29 La reazione transpeptidasica. Questa reazione, 
che unisce due precursori peptidoglicanici formando un polimero 
più grande, viene favorita da una serina del sito attivo e da un 
meccanismo di catalisi covalente, simile a quello della chimotripsina. 
Si noti che il peptidoglicano è uno dei pochi composti naturali dove 
sono presenti p-amminoacidi. La serina del sito attivo attacca il 
carbonile del legame peptidico tra i due residui di p-Ala, creando un 
legame estere covalente tra il substrato e l'enzima, con liberazione 
del residuo di p-Ala terminale. Un gruppo amminico del secondo 
precursore peptidoglicanico attacca il legame estere, liberando 
l'enzima e legando covalentemente tra loro i due precursori. 
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Figura 6.30 Inibizione della transpeptidasi da parte degli 
antibiotici B-lattamici. (a) Gli antibiotici B-lattamici sono 
caratterizzati da un anello tiazolidinico a cinque membri fuso con 

un anello B-lattamico a quattro membri. L'anello presenta tensioni 
strutturali e comprende un legame ammidico, che svolge un ruolo 
cruciale nell'inibizione della sintesi del peptidoglicano. Il gruppo R 
varia nelle diverse penicilline. La penicillina G è stata la prima a essere 
isolata e rimane una delle più efficaci; essa viene però degradata 
nello stomaco e deve quindi essere somministrata mediante 
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Figura 6.31 Le f-lattamasi e la loro inibizione. (a) Le B-lattamasi 
promuovono la rottura dell'anello B-lattamico presente in alcuni 
antibiotici, inibendone l'azione. (b) L'acido clavulanico è un inibitore 
suicida. Sfruttando il meccanismo chimico delle f-lattamasi, questo 
acido genera una specie reattiva a livello del sito attivo. La specie 
reattiva viene poi attaccata da un gruppo nucleofilico (Nu:) che fa 
parte del sito attivo, e l'enzima viene acilato irreversibilmente. 
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iniezione. La penicillina V è un acido stabile; è altrettanto efficace 

e può essere somministrata oralmente. L'amoxicillina ha un ampio 
raggio d'azione, può essere assunta facilmente per via orale e quindi 
è l'antibiotico B-lattamico più prescritto. (b) L'attacco sul legame 
ammidico dell'anello B-lattamico a opera di una Ser che fa parte del 
sito attivo di una transpeptidasi genera un acil-enzima stabilizzato 
covalentemente. L'acil-enzima si idrolizza molto lentamente e la 
formazione dell’addotto può così essere considerata irreversibile. La 
transpeptidasi è quindi completamente inattivata. 
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Lamoxicillina e l’acido clavulanico si trovano in combina- 
zione in un prodotto farmaceutico ampiamente utilizza- 
to, denominato Augmentin. La guerra chimica tra l’uomo 
e i batteri continua senza sosta. Sono stati scoperti ceppi 
di batteri patogeni resistenti all’amoxicillina e anche all’a- 
cido clavulanico (ciò riflette la presenza di mutazioni nel- 
la B-lattamasi, che la rendono non più reattiva con l’aci- 
do clavulanico). È facile prevedere un forte sviluppo nella 
produzione industriale di nuovi antibiotici. O 


SOMMARIO 6.4 
Esempi di reazioni enzimatiche 

e La chimotripsina è una serina proteasi, con un mecca- 
nismo d’azione ben conosciuto basato sulla catalisi aci- 
do-base, sulla catalisi covalente e sulla stabilizzazione 
dello stato di transizione. 

e L’esochinasi è un ottimo esempio di adattamento in- 
dotto, che permette di utilizzare l’energia di legame del 
substrato. 

e La reazione dell’enolasi è basata sulla catalisi da ioni 
metallici. 

e Il lisozima utilizza la catalisi covalente e la catalisi 
acida generale per promuovere due reazioni successive 
di eliminazione nucleofilica. 

e La conoscenza del meccanismo d’azione degli enzimi 
favorisce lo sviluppo di farmaci che agiscono da inibi- 
tori enzimatici. 


Enzimi regolatori 


Nel metabolismo cellulare, gruppi di enzimi catalizzano 
reazioni sequenziali per far avanzare processi metabolici, 
come la demolizione a molte tappe del glucosio in lattato 
o la sintesi di un amminoacido da un precursore semplice. 
In questi sistemi multienzimatici il prodotto di reazione di 
un enzima diventa il substrato della reazione successiva. 

La maggior parte degli enzimi di una data via metabo- 
lica obbedisce alla cinetica di Michaelis già descritta. Cia- 
scuna via, però, comprende uno o più enzimi che hanno un 
notevole effetto sulla velocità dell’intera sequenza di rea- 
zioni. [attività catalitica di questi enzimi regolatori au- 
menta o diminuisce in risposta a determinati segnali. La 
modulazione della velocità delle reazioni catalizzate da- 
gli enzimi regolatori, e quindi della velocità dell'intera se- 
quenza metabolica, permette alla cellula di adeguarsi alle 
richieste di energia e di biomolecole necessarie per la cre- 
scita e per la riparazione dei danni subiti. 

Le attività degli enzimi regolatori possono essere mo- 
dulate in vari modi. Il funzionamento degli enzimi allo- 
sterici si basa sul legame reversibile, non covalente di 
composti regolatori chiamati modulatori allosterici 0 
effettori allosterici; in genere si tratta di piccoli meta- 
boliti o cofattori. Altri enzimi sono regolati per modi- 
ficazione covalente reversibile. Entrambe le classi di 
enzimi regolatori sono costituite per lo più da proteine 
con molte subunità. In alcuni casi il sito (o i siti) regola- 
tore e il sito attivo si trovano in subunità distinte. I siste- 
mi metabolici hanno almeno altri due meccanismi di re- 
golazione enzimatica. Alcuni enzimi sono stimolati o ini- 
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biti quando si legano a specifiche proteine regolatrici, 
mentre altri vengono attivati quando vengono rimossi 
segmenti della molecola proteica per scissione proteo- 
litica; contrariamente alla regolazione mediata da effet- 
tori, quest’ultima regolazione è irreversibile. Importanti 
esempi di questi meccanismi si trovano in processi fisio- 
logici come la digestione, la coagulazione del sangue, l’a- 
zione degli ormoni e la vista. 

La crescita e la sopravvivenza cellulare dipendono 
dall’uso efficiente delle risorse energetiche, reso possibile 
dagli enzimi regolatori. Non esiste una regola generale che 
governi i differenti tipi di regolazione nei diversi sistemi bio- 
logici. La regolazione allosterica (non covalente) permette 
una precisa modulazione delle vie metaboliche, che devo- 
no essere continuamente operative, ma a differenti livelli 
di attività in base alle richieste cellulari. La regolazione per 
modificazione covalente può essere del tipo “tutto o nien- 
te”, come nel caso della scissione proteolitica, oppure può 
permettere sottili variazioni dell'attività enzimatica. In uno 
stesso enzima regolatore possono coesistere diversi tipi di 
regolazione. La parte finale di questo capitolo sarà dedicata 
in modo specifico a questo tipo di regolazione enzimatica. 


e Glienzimiallosterici vanno incontro a variazioni 
conformazionali in risposta al legame dei modulatori 

Come si è visto nel Capitolo 5, le proteine allosteriche han- 
no “forme diverse” o conformazioni indotte dal legame dei 
modulatori. Lo stesso concetto è applicabile a certi enzimi 
regolatori nei quali le variazioni conformazionali, indotte 
da uno o più modulatori, interconvertono forme meno at- 
tive e forme più attive dell’enzima. I modulatori degli en- 
zimi allosterici possono agire da inibitori o da stimolatori. 
Spesso il modulatore è lo stesso substrato. Gli enzimi re- 
golatori per i quali il substrato e il modulatore sono iden- 
tici sono detti omotropici. Eeffetto è simile a quello del le- 
game dell’O, all’emoglobina (Capitolo 5): il legame del li- 
gando, o del substrato nel caso degli enzimi, causa varia- 
zioni conformazionali che si riflettono sull’attività di altri 
siti della proteina. Nella maggior parte dei casi, il cambia- 
mento conformazionale converte una conformazione re- 
lativamente inattiva (a cui spesso ci si riferisce come sta- 
to T) in una conformazione più attiva (uno stato detto R). 
Quando il modulatore è una molecola diversa dal substra- 
to, l’enzima è detto eterotropico. I modulatori allosterici 
non devono essere confusi con gli inibitori incompetitivi 
e misti. Anche se questi inibitori si legano a un sito diver- 
so dal sito attivo, essi non mediano necessariamente varia- 
zioni conformazionali tra forme attive e inattive, e gli ef- 
fetti sulla cinetica enzimatica sono diversi. 

Le proprietà degli enzimi allosterici differiscono note- 
volmente da quelle degli enzimi non regolatori. Alcune dif- 
ferenze sono strutturali. Oltre ai siti attivi, gli enzimi allo- 
sterici in genere possiedono uno o più siti regolatori, o allo- 
sterici, cioè siti per il legame del modulatore (Figura 6.32). 
Così come il sito attivo di un enzima è specifico per il suo 
substrato, così ciascun sito regolatore è specifico per il suo 
modulatore. Gli enzimi che interagiscono con diversi modu- 
latori di solito possiedono siti di legame specifici per ognu- 
no di essi. Negli enzimi omotropici il sito attivo e il sito re- 
golatore coincidono. 
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Gli enzimi allosterici sono in genere di maggiori dimen- 
sioni e più complessi degli enzimi non allosterici. La mag- 
gior parte contiene due o più subunità. Un esempio clas- 
sico viene fornito dall’aspartato transcarbamilasi (spes- 
so abbreviata in ATCasi), che catalizza una delle reazioni 
iniziali della biosintesi delle pirimidine, cioè la reazione 
tra il carbamil fosfato e l’aspartato per formare il carba- 
mil aspartato. 
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Figura 6.32 Interazioni tra le subunità in un enzima allosterico, 
e interazioni con inibitori e attivatori. In molti enzimi allosterici il 
sito di legame del substrato e il sito (o i siti) di legame del modulatore 
(dei modulatori) si trovano in subunità diverse, quella catalitica (C) e 
quella regolatrice (R), rispettivamente. Il legame di un modulatore (M) 
positivo (stimolatorio) a un sito specifico sulla subunità regolatrice 

è comunicato al sito attivo mediante una modificazione 
conformazionale. Questa modificazione rende la subunità catalitica 
attiva e capace di legare il substrato (S) con un'affinità più elevata. In 
seguito alla dissociazione del modulatore dalla subunità regolatrice, 
l'enzima ritorna alla forma inattiva o meno attiva. 


6 subunità regolatrici (disposte come tre complessi dimeri- 
ci). La Figura 6.33 mostra la struttura quaternaria dell’enzi- 
ma dedotta dall’analisi ai raggi X. Le proprietà allosteriche 
dell’enzima, descritte più avanti, dimostrano che le subuni- 
tà catalitiche funzionano in modo cooperativo. Le subunità 
regolatrici contengono siti di legame per l’ATP e per il CTB, 
che agiscono rispettivamente da regolatori positivi e nega- 
tivi. Il CTP è uno dei prodotti finali della via, quindi la rego- 

lazione negativa operata dal CTP serve a 
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(a) Stato T inattivo 


di che potrebbero rendersi necessari ul- 
teriori nucleotidi pirimidinici per supportare la trascrizione 
dell'RNA e la replicazione del DNA. 


(b) Stato R attivo 


Figura 6.33 L'enzima regolatore aspartato transcarbamilasi. 
Nella figura sono mostrati (a) lo stato T inattivo (PDB ID 1RAB) e (b) lo 
stato R attivo (PDB ID 1F1B). Questo enzima regolatore allosterico è 
costituito da due gruppi di subunità disposti l'uno sull'altro, ognuno 
dei quali contiene tre catene polipeptidiche catalitiche (in blu e viola) 
e tre gruppi regolatori, ciascuno formato a sua volta da due catene 
polipeptidiche regolatrici (in beige e in giallo). | gruppi regolatori 


formano le punte di un triangolo (non visibile in questa proiezione 
laterale) che circonda le subunità catalitiche. | siti di legame dei 
modulatori allosterici (Compreso il CTP) si trovano sulle subunità 
regolatrici. Il legame di un modulatore determina una grande 
modificazione nella conformazione dell'enzima e nella sua attività. La 
funzione di questo enzima nella biosintesi dei nucleotidi e i dettagli 
della sua regolazione sono esaminati nel Capitolo 22. 
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e Le proprietà cinetiche degli enzimi allosterici 

non seguono il comportamento descritto dalla cinetica 

di Michaelis-Menten 
La relazione tra VW) ed [S] degli enzimi allosterici non obbe- 
disce alla cinetica di Michaelis-Menten. Gli enzimi alloste- 
rici mostrano curve di saturazione con il substrato quando 
la [S] è sufficientemente elevata, però per alcuni di essi la 
curva di V, in funzione di [S] (Figura 6.34) ha una forma 
sigmoide invece che iperbolica, come si osserva negli en- 
zimi non regolatori. Dalla curva sigmoide di saturazione si 
può ricavare il valore di [S], corrispondente a una V pari 
alla metà della velocità massima, ma non possiamo equi- 
pararla alla K,,, perché l'enzima non segue la cinetica di 
Michaelis-Menten. Viene allora usato il simbolo [S]o,5 0 Ko5 
per indicare la concentrazione del substrato corrisponden- 
te alla metà della velocità massima di una reazione cataliz- 
zata da un enzima allosterico (Figura 6.34). 

La cinetica sigmoide in genere riflette la presenza di 
interazioni cooperative fra le subunità della proteina enzi- 
matica. In altre parole, la variazione della struttura di una 
subunità viene tradotta in variazioni strutturali delle sub- 
unità adiacenti. Questo effetto è mediato da interazioni 
non covalenti che si verificano in corrispondenza dell’in- 
terfaccia tra diverse subunità. Il principio è ben illustrato 
dal legame dell’ossigeno con una proteina non enzimati- 
ca, l’emoglobina. La cinetica sigmoide può essere spiegata 
sulla base di due modelli, il modello sequenziale e il mo- 
dello concertato (vedi la Figura 5.15). 

L’ATCasi è un esempio di un comportamento cinetico 
allosterico sia eterotropico e sia omotropico. Il legame dei 
substrati, aspartato e carbamil fosfato all’enzima innesca 
la conversione del suo stato conformazionale relativamen- 
te inattivo T nello stato più attivo R. Questi cambi confor- 
mazionali spiegano la curva sigmoide, invece che iperbo- 
lica, della relazione tra V, e la concentrazione del substra- 
to. In base alla cinetica sigmoide, piccole variazioni della 
concentrazione di un modulatore possono essere associate 
ad ampie variazioni dell’attività. Come appare nella Figu- 
ra 6.34a, un aumento relativamente contenuto di [S] nel- 
la parte ripida della curva provoca un aumento corrispon- 
dentemente elevato di Vo. 

La regolazione allosterica eterotropica dell’ATCasi è 
mediata dalle sue interazioni dell’enzima con l’ATP e con 
il CTP Per gli enzimi allosterici eterotropici, un attivatore 
può modificare la curva, convertendo il suo andamento da 
sigmoide in uno quasi iperbolico, con una diminuzione nel 
contempo del valore di K,,5, ma senza una variazione ap- 
prezzabile di Va. Ciò determina un aumento della veloci- 
tà di reazione a una data concentrazione di substrato. Per 
l’ATCasi, l'interazione con l’ATP genera queste modificazio- 
ni cinetiche; infatti, la curva Vy in funzione di [S] determi- 
nata in presenza di concentrazioni di ATP sufficientemente 
elevate diventa sostanzialmente simile a quella dello stato 
R (W è più elevata a ogni valore di [S]; Figura 6.34b). Un 
modulatore negativo (inibitore) può rendere la curva Vin 
funzione di [S] ancora più sigmoide, con un aumento del- 
la Ko,;5, come è illustrato dagli effetti del CTP sulla cinetica 
dell’ATCasi (vedi le curve per il modulatore negativo nel- 
la Figura 6.34b; curva in basso). Gli enzimi allosterici ete- 
rotropici presentano curve di saturazione diverse in rispo- 
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Figura 6.34 Curve della velocità in funzione della 
concentrazione del substrato per alcuni tipi di enzimi allosterici 
rappresentativi. Tre esempi di risposte complesse degli enzimi 
allosterici ai loro modulatori. (a) Curva sigmoide di un enzima 
omotropico, in cui il substrato funge anche da modulatore positivo 
(stimolatore), o attivatore. Si noti la somiglianza con la curva di 
saturazione dell'ossigeno dell'emoglobina (vedi la Figura 5.12). 

La curva sigmoide è una curva ibrida, in cui l'enzima, a bassa 
concentrazione di substrato, è presente principalmente nello stato T 
relativamente inattivo e, ad alta concentrazione di substrato, 
prevalentemente nello stato R. Le curve per gli stati puri Te R sono 
state riportate in grafico con colorazioni differenti. L'ATCasi mostra 
un andamento cinetico simile a questo. (b) Effetti del modulatore 
positivo (+) e negativo (-) su un enzima allosterico in cui varia 

Kos, senza modificazioni di Vmax. La curva centrale corrisponde alla 
relazione tra velocità e concentrazione del substrato in assenza di 
modulatori. (c) Un tipo meno comune di modulazione, in cui varia 
Vinaw Ma Kg,s rimane pressoché costante. 
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sta ai loro modulatori, in quanto alcuni rispondono solo a 
effettori positivi, altri solo a effettori negativi, altri ancora 
(come lATCasi) ad ambedue 1 tipi di effettori. 


e Alcunienzimi sono regolati da modificazioni covalenti 
reversibili 

In un’altra importante classe di enzimi regolatori l’attività 
è modulata da modificazioni covalenti di uno o più resi- 
dui amminoacidici della molecola enzimatica. Nelle pro- 
teine sono state descritte più di 500 diverse modificazioni 
covalenti. Per modificare le proteine vengono utilizzati i 
gruppi fosforilico, acetilico, adenilico, uridilico, metilico, 
ammidico, carbossilico, miristilico, palmitoilico, prenili- 
co, ossidrilico, solforico e l’adenosina difosfato ribosio (Fi- 
gura 6.35). Anche intere proteine, come l’ubiquitina e le 
proteine sumo (small ubiquitin-like modifier), possono es- 
sere utilizzate per modificare covalentemente le protei- 
ne che si legano ad altre proteine. Questi gruppi vengono 
inseriti o rimossi dagli enzimi regolatori a opera di altri 
enzimi. Quando viene modificato un suo residuo ammi- 
noacidico, l'enzima acquista così un nuovo amminoacido, 
con proprietà diverse. introduzione di una carica può al- 
terare le proprietà locali dell'enzima e indurne un cam- 
biamento di conformazione. L’introduzione di un gruppo 
idrofobico può favorire l'associazione con una membrana. 
Alcune volte le variazioni strutturali sono considerevoli 
e possono essere determinanti per la funzione dell’enzi- 
ma modificato. 

Il numero, nonché il tipo, di modificazioni a cui vanno 
incontro gli enzimi è molto elevato, e quindi non è possi- 
bile considerarle in dettaglio; verranno invece trattati solo 
alcuni esempi. La proteina batterica che accetta i metili du- 
rante il processo della chemiotassi è un esempio di enzima 
regolato della metilazione. Questa proteina fa parte di un 
sistema molecolare che permette ai batteri di muoversi ver- 
so un composto attraente (come lo zucchero) presente nel- 
la soluzione, oppure di allontanarsi da una molecola repel- 
lente. L'agente metilante è l'S-adenosilmetionina (adoMet, 
vedi la Figura 18.18). Eacetilazione è una modificazione chi- 
mica molto comune. Circa 180% delle proteine solubili de- 
gli eucarioti, compresi molti enzimi, ha il gruppo ammini- 
co terminale in forma acetilata. Lubiquitina viene unita alle 
proteine per indirizzarla verso la degradazione proteolitica 
(vedi la Figura 2747). L'ubiquitinazione può svolgere anche 
funzioni regolatorie. Le proteine sumo si trovano legate a 
molte proteine eucariotiche nucleari, che operano nella re- 
golazione della trascrizione, nell’organizzazione della strut- 
tura della cromatina e nella riparazione del DNA. 

PADP-ribosilazione è una modificazione covalente par- 
ticolarmente interessante a cui vanno incontro alcune pro- 
teine. EPADP-ribosio viene donato dal nicotinammide ade- 
nin dinucleotide (NAD) (vedi la Figura 8.38). Questo tipo 
di reazione avviene a carico dell’enzima batterico dinitro- 
genasi reduttasi, e regola l’importante processo di fissazio- 
ne dell’azoto. La tossina difterica e la tossina del colera so- 
no enzimi che catalizzano ’ADP-ribosilazione, provocando 
l’inattivazione di enzimi e proteine essenziali per la cellula. 

La fosforilazione è il tipo più importante di modifica- 
zione regolatoria. È probabile che un terzo di tutte le pro- 
teine eucariotiche sia fosforilato, e che quindi uno (o an- 
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Figura 6.35 Alcune reazioni di modificazione di enzimi. 
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che più di uno) di questi eventi di fosforilazione abbia luo- 
go durante un processo regolatorio. Alcune proteine han- 
no un solo residuo fosforilato, altre ne hanno diversi, alcu- 
ne possono arrivare ad avere addirittura decine di gruppi 
fosforilati. Questo tipo di modificazione covalente è fon- 
damentale per un gran numero di vie di regolazione, per 
cui lo discuteremo ora meno diffusamente, mentre nel Ca- 
pitolo 12 è trattato in dettaglio. 

Incontreremo ancora tutti i tipi di modificazione men- 
zionati man mano che procederemo nella lettura del testo. 


e gruppi fosforici modificano la struttura e l’attività 

catalitica degli enzimi 
Il legame di gruppi fosforici a specifici residui ammi- 
noacidici di una proteina è catalizzato dalle proteina chi- 
nasi. Nelle reazioni, il gruppo fosforico in posizione y di 
un nucleoside trifosfato (solitamente l’ATP) viene trasfe- 
rito a un particolare residuo di Ser, Thr o Tyr (talvolta an- 
che di His) presente sulle proteine bersaglio. Questo pro- 
cedimento introduce un residuo carico e ingombrante in 
una regione che era in origine solo moderatamente polare. 
Gli atomi di ossigeno del gruppo fosforico possono forma- 
re legami idrogeno con uno o più gruppi di una proteina, 
generalmente il gruppo ammidico dello scheletro polipep- 
tidico all’inizio di un’a elica, o il gruppo guanidinico cari- 
co di un residuo di arginina. Le due cariche negative della 
catena laterale fosforilata possono respingere residui vici- 
ni (Asp o Glu), anch'essi carichi negativamente. Quando 
la catena laterale modificata è localizzata in una regione 
dell'enzima cruciale per il mantenimento della sua strut- 
tura tridimensionale, la fosforilazione può avere effetti so- 
stanziali sulla conformazione dell’enzima, e quindi sul le- 
game del substrato e sulla catalisi. La rimozione dei grup- 
pi fosforici legati dalle stesse proteine bersaglio avviene a 
opera di proteina fosfatasi. 

Un importante esempio di regolazione mediante fosfo- 
rilazione è dato dalla glicogeno fosforilasi (M, 94 500) del 
muscolo e del fegato (Capitolo 15), che catalizza la reazione 


(Glucosio), + Pà—> (glucosio),-1 + glucosio 1-fosfato 

Glicogeno Glicogeno 

accorciato 

di un'unità 
Il glucosio 1-fosfato così formato può essere usato per la 
sintesi di ATP nel muscolo o convertito in glucosio libe- 
ro nel fegato. Anche se la glicogeno fosforilasi utilizza un 
meccanismo d’azione in cui viene aggiunto un gruppo fo- 
sforico al substrato, non può essere considerata una chi- 
nasi in quanto non utilizza alcun ATP o un altro nucleo- 
side trifosfato come donatore del gruppo fosforico. Es- 
sa è però il substrato di una proteina chinasi che la fo- 
sforila. Questi gruppi fosforici coinvolti nella regolazio- 
ne dell’enzima non sono ovviamente gli stessi che ven- 
gono utilizzati nella funzione catalitica. La glicogeno fo- 
sforilasi può assumere due forme: la fosforilasi a, mol- 
to attiva, e la fosforilasi b, poco attiva (Figura 6.36). La 
fosforilasi a è composta da due subunità, ognuna delle 
quali contiene un residuo di Ser che può legare un grup- 
po fosforico a livello del suo ossidrile. I residui di seri- 
na fosfato sono necessari per l’espressione della massi- 
ma attività da parte dell’enzima. I gruppi fosforici pos- 
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Figura 6.36 Regolazione dell'attività della glicogeno fosforilasi 
muscolare mediante fosforilazione. Nella sua forma più attiva, la 
fosforilasi a presenta due specifici residui di serina, uno su ciascuna 
subunità, nella forma fosforilata. La perdita dei gruppi fosforici a 
opera della proteina fosforilasi 1 (PP1) converte la fosforilasi a in 

una forma meno attiva, la fosforilasi b. La fosforilasi b può essere 
riconvertita (riattivata) in fosforilasi a dalla fosforilasi chinasi. 


sono essere rimossi idroliticamente dalla fosforilasi a 
mediante un altro enzima chiamato fosforilasi fosfatasi: 


Fosforilasi a + 2H,0 — fosforilasi b + 2P; 
(molto attiva) (poco attiva) 


In questa reazione la fosforilasi a viene convertita in fosfo- 
rilasi b dalla rottura di due legami covalenti serina fosfa- 
to, uno per ciascuna subunità della glicogeno fosforilasi. 

La fosforilasi b può essere a sua volta riattivata - tra- 
sformata covalentemente di nuovo in fosforilasi a - da un 
altro enzima, la fosforilasi chinasi, che catalizza il trasfe- 
rimento di gruppi fosforici dall’ATP al gruppo ossidrilico 
di due specifici residui di serina nella molecola della fo- 
sforilasi b: 


2ATP + fosforilasi b ——> 2ADP + fosforilasi a 


(poco attiva) (molto attiva) 


La demolizione del glicogeno nel muscolo scheletrico e 
nel fegato viene regolata dalla variazione del rapporto tra 
queste due forme di enzima. Le forme a e b della fosforila- 
si hanno una struttura secondaria, terziaria e quaternaria 
diversa; il sito attivo subisce modificazioni strutturali e di 
conseguenza si osservano variazioni dell’attività catalitica 
quando le due forme tendono a interconvertirsi. 

La regolazione della glicogeno fosforilasi mediante fo- 
sforilazione illustra l’effetto dell'inserimento di un gruppo 
fosforico sulla struttura e sull’attività catalitica di un en- 
zima. Nello stato non fosforilato, ogni subunità della pro- 
teina è ripiegata in modo tale che i 20 residui del segmen- 
to amminoterminale, alcuni dei quali sono amminoacidi 
basici, siano a contatto con una regione che contiene mol- 
ti residui acidi; in questo modo si vengono a generare mol- 
te interazioni elettrostatiche che stabilizzano questa con- 
formazione. La fosforilazione della Ser! interferisce con 
queste interazioni, forzando il segmento amminotermina- 
le a uscire dal suo ambiente acido e a formare nuove inte- 
razioni elettrostatiche tra la fosfoserina e le catene latera- 
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li di alcuni residui di Arg. In quest'ultima conformazione 
l’enzima è molto più attivo. 

La fosforilazione di un enzima può modificare la sua 
efficienza catalitica anche in un altro modo, alterando cioè 
la sua affinità per il substrato. Per esempio, quando l’isoci- 
trato deidrogenasi (un enzima del ciclo dell’acido citrico; 
Capitolo 16) è nella forma fosforilata la repulsione elettro- 
statica tra le cariche negative del gruppo fosforico inibisce 
il legame del citrato (un acido tricarbossilico) al sito attivo. 


e Lefosforilazioni multiple permettono un accurato controllo 

della regolazione 
I residui di Ser, Thr e Tyr, che rappresentano i siti fosfori- 
labili all’interno delle proteine, sono localizzati in motivi 
strutturali comuni, chiamati sequenze consenso, che so- 
no poi riconosciuti da specifiche proteina chinasi (Tabella 
6.10). Alcune chinasi sono basofile e preferiscono fosfori- 
lare un residuo che si trovi nelle vicinanze di amminoacidi 
basici; altre hanno preferenze diverse per il substrato, per 
esempio per un residuo vicino a una prolina. La sequen- 
za primaria non è il solo fattore importante nel determi- 
nare quale residuo verrà fosforilato. Il ripiegamento della 
proteina avvicina residui che sono molto lontani nella se- 
quenza, e la struttura tridimensionale può quindi stabili- 
re se una certa proteina chinasi può avere accesso a un da- 
to residuo e riconoscerlo come substrato. Un altro fattore 
che influenza la specificità di substrato di alcune proteina 
chinasi è la vicinanza di altri residui fosforilati. 

La regolazione mediante fosforilazione è spesso piutto- 
sto complicata. Alcune proteine hanno più sequenze con- 


MI Tabella 6.10 Sequenze consenso delle proteina chinasi 
Proteina chinasi 
Proteina chinasi A 
Proteina chinasi G 
Proteina chinasi C 
Proteina chinasi B 
Proteina chinasi calcio/calmodulina-dipendente I 
Proteina chinasi calcio/calmodulina-dipendente II 
Proteina chinasi delle catene leggere della miosina (muscolo liscio) 
Fosforilasi b chinasi 
Proteina chinasi regolata da segnali extracellulari (ERK) 
Proteina chinasi ciclina-dipendente (cdc2) 
Caseina chinasi I 
Caseina chinasi II 
Proteina chinasi del recettore B-adrenergico 
Rodopsina chinasi 


Proteina chinasi del recettore dell’insulina 


Proteina chinasi del recettore del fattore di crescita dell’epidermide (EGF) 
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Gli enzimi 


senso riconosciute da diverse proteina chinasi, ognuna del- 
le quali può fosforilare la proteina e alterare la sua attivi- 
tà enzimatica; ogni modificazione si riflette poi sull’attivi- 
tà dell'enzima. In alcuni casi la fosforilazione è gerarchi- 
ca: alcuni residui possono essere fosforilati se un altro re- 
siduo vicino è stato a sua volta fosforilato. Per esempio, la 
glicogeno sintasi, l'enzima che catalizza la condensazione 
dei monomeri di glucosio per sintetizzare glicogeno (Ca- 
pitolo 15), è inattivata dalla fosforilazione di uno specifico 
residuo di serina, ma è modulata da almeno altre quattro 
proteina chinasi che riconoscono quattro diversi siti nella 
proteina (Figura 6.37). Questo enzima non diventa il sub- 
strato della glicogeno sintasi chinasi 3 fino a quando uno 
dei suoi siti non è stato fosforilato dalla caseina chinasi II. 
Alcune fosforilazioni inibiscono la glicogeno sintasi più di 
altre e alcune combinazioni di fosforilazioni sono cumula- 
tive. Queste fosforilazioni multiple rappresentano un mec- 
canismo estremamente efficace per la regolazione dell’at- 
tività enzimatica. 

Affinché la fosforilazione sia un meccanismo di rego- 
lazione realmente utile, deve essere reversibile. In gene- 
re i gruppi fosforici vengono aggiunti e rimossi da enzi- 
mi diversi e i due processi possono quindi essere regolati 
l’uno indipendentemente dall’altro. Le cellule contengo- 
no una famiglia di fosfoproteina fosfatasi che idrolizza- 
no specifici esteri fosforici Ser-@), Thr-®) e Tyr-®), ri- 
lasciando fosfato inorganico. Le fosfoproteina fosfatasi oggi 
note agiscono solo su un sottogruppo di proteine fosforila- 
te, e mostrano una specificità di substrato inferiore a quel- 
la delle proteina chinasi. 


Sequenza consenso e residuo fosforilato* 
-x-R-[RK]-x-[ST]-B- 
-x-R-[RK]-x-[ST]-x- 
-[RK](2)-x-[ST]-B-[RK](2)- 
-x-R-x-[ST]-x-K- 
-B-x-R-x(2)-[ST]-x(3)-B- 
-B-x-[RK]-x(2)-[ST]-x(2)- 
-K(2)-R-x(2)-S-x-B(2)- 
-K-R-K-Q-1-S-V.R- 
P-x-[ST]-P(2)- 
-x-[ST]-P-x-[KR]- 
-[SpTp]-x(2)-[ST]-B* 
-x-[ST]-x(2)-[ED]-x- 
-IDE(M-ISTI-x6)- 
-x(2)-[ST]-[E]M)- 


-x-E(3)-Y-M(4)-K(2)-S-R-G-D-Y-M-:T-M-Q-T-G-K(3)-L- 
P-A-T-G-D-Y-M-N-M-S-P-V-G-D- 


-E(4) Y-F-E-L-V- 


Fonte: Pinna, L.A. e Ruzzene, M.H., “How do protein kinases recognize their substrates?” Biochim. Biophys. Acta 1341, pp. 191-225 (1996); Kemp, B.E. e Pearson, 
R.B., “Protein kinase recognition sequence motifs”, Trends Biochem. Sci. 15, pp. 342-346 (1990); Kennelly, P.J. e Krebs, E.G., “Consensus sequences as substrate spe- 
cificity determinants for protein kinases and protein phosphatases”, J. Biol. Chem. 266, pp. 15555-15558 (1991). 

# Sono mostrate le sequenze consenso (in carattere tondo) e le sequenze reali identificate in substrati noti (in corsivo). I residui di Ser (S), Thr (T), Tyr (Y) che vengono 
fosforilati sono in rosso; tutti i residui amminoacidici sono indicati con le abbreviazioni a una lettera (vedi la Tabella 3.1). La lettera x sta per qualunque amminoacido; B 
sta per qualunque amminoacido idrofobico; Sp, Tp e Yp indicano i residui di Ser, Thr e Tyr che devono essere già stati fosforilati perché la chinasi possa riconoscere il sito. 
*Il miglior sito bersaglio ha due residui amminoacidici, che sono interposti tra i residui fosforilati e i residui bersaglio Ser/Thr; i siti bersaglio con uno o tre residui inter- 


posti funzionano a un livello inferiore. 
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Proteina chinasi fosforilazione 


Proteina chinasi A 1A, 1B, 2,4 
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Proteina chinasi C 1A 
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Proteina chinasi G 
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Glicogeno sintasi 3A, 3B, 3C 
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Figura 6.37 Regolazione da fosforilazioni multiple. L'enzima 
glicogeno sintasi possiede almeno nove siti separati, distribuiti in 
cinque regioni, che possono essere fosforilati da proteina chinasi 
cellulari. La regolazione della glicogeno sintasi non dipende da un 
meccanismo di tipo aperto o chiuso, ma da un accurato meccanismo 
di modulazione dell'attività che risponde a un'ampia gamma di 
segnali. 


e Alcunienzimie altre proteine sono regolati per scissione 
proteolitica di un precursore enzimatico 

Nel processo di attivazione di alcuni enzimi proteolitici, un 

precursore inattivo, chiamato zimogeno, viene scisso in 

modo da generare l’enzima attivo. Molti enzimi proteoliti- 

ci (proteasi) dello stomaco e del pancreas sono regolati at- 
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traverso questo meccanismo. La chimotripsina e la tripsina 
vengono inizialmente sintetizzate sotto forma di zimoge- 
no chimotripsinogeno e tripsinogeno (Figura 6.38). La rot- 
tura di specifici legami peptidici produce una modificazio- 
ne strutturale e conformazionale, che espone il sito attivo 
dell’enzima. Poiché questo tipo di attivazione è irreversibi- 
le, sono necessari altri meccanismi per inattivare questi en- 
zimi. Le proteasi sono inattivate da inibitori di natura pro- 
teica, che hanno un'elevata affinità per il sito attivo dell’en- 
zima. Per esempio, l’inibitore pancreatico della tripsina 
(M, 6000) si lega e inibisce la tripsina. La-antiproteinasi 
(M, 53 000) inibisce l’elastasi dei neutrofili (i neutrofili so- 
no un tipo di leucociti, o cellule bianche del sangue; l’ela- 
stasi è una proteasi che agisce sull’elastina, un componente 
di alcuni tessuti connettivi). F’insufficienza dell’a,-antipro- 
teinasi causata dal fumo delle sigarette può provocare dan- 
ni ai polmoni, come l’enfisema. 

Le proteasi non sono le sole proteine che vengono at- 
tivate per proteolisi. Negli altri casi però i precursori non 
sono detti zimogeni ma, più generalmente, proproteine 
o proenzimi. Per esempio, la proteina del tessuto connet- 
tivo collageno viene inizialmente sintetizzata sotto forma 
di un precursore solubile, il procollageno. 


e Unacascata di zimogeni attivati per via proteolitica 
porta alla coagulazione sanguigna 

Un coagulo di sangue è un aggregato di frammenti cellu- 
lari chiamati piastrine, tenute insieme da legami crociati 
e stabilizzate da fibre proteiche costituite principalmente 
da fibrina (Figura 6.39a). La fibrina deriva da uno zimo- 
geno solubile chiamato fibrinogeno. Dopo le albumine e le 
globine, il fibrinogeno è solitamente il terzo tipo di protei- 
ne più abbondante nel plasma sanguigno. La formazione 
di un coagulo sanguigno fornisce un esempio ampiamen- 
te studiato e ben caratterizzato di cascata regolatoria, un 
meccanismo che permette una risposta a un segnale mole- 
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Figura 6.38 Attivazione proteolitica degli zimogeni. La figura mostra la 
formazione della chimotripsina e della tripsina dai loro zimogeni, il chimotripsinogeno 
e il tripsinogeno. Le barre rappresentano le sequenze amminoacidiche delle catene 


polipeptidiche, con i numeri che indicano le posizioni dei residui coinvolti nel processo 


a-Chimotripsina 
(attiva) 


(il residuo amminoterminale corrisponde al numero 1). residui situati alle estremità 


dei polipeptidi generati per proteolisi sono indicati sotto le barre. Si noti però che nelle 
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forme attive finali mancano i numeri corrispondenti ad alcuni residui. Le tre catene 
polipeptidiche della chimotripsina, generate dalla proteolisi (A, B e C), sono unite tra loro 
da ponti disolfuro (vedi la Figura 6.19). 
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Figura 6.39 La funzione della fibrina nei coaguli sanguigni. 

(a) Un coagulo di sangue è costituito da piastrine aggregate (piccole 
cellule in colore chiaro), unite da filamenti di fibrina stabilizzata da 
legami crociati. Anche gli eritrociti (in rosso) vengono intrappolati 
nella matrice. (b) La proteina solubile del plasma, il fibrinogeno, 

è formata da due complessi di subunità a, B e y (aB7Y2). La 
rimozione dei peptidi amminoterminali dalle subunità a e fì (non 
mostrata) porta alla formazione di complessi di ordine superiore ed 
eventualmente di legami crociati che portano alla formazione delle 
fibre di fibrina. Le “protuberanze” sono domini globulari presenti alle 
estremità delle subunità proteolizzate. 


colare non solo molto sensibile ma anche amplificata. Le 
vie sono sottoposte a diversi tipi di regolazione. 

In una cascata regolatoria, un segnale determina l’at- 
tivazione della proteina X. La proteina X catalizza l’attiva- 
zione della proteina Y. La proteina Y catalizza l’attivazio- 
ne della proteina Z, e così via. Dato che le proteine X, Y e Z 
sono dei catalizzatori e attivano molte copie della proteina 
seguente nella catena, la risposta al segnale iniziale viene 
amplificata a ogni tappa. In alcuni casi, le tappe di attiva- 
zione coinvolgono una scissione proteolitica e sono quin- 
di irreversibili. In altri casi, l'attivazione avviene attraver- 
so altre forme di modificazione delle proteine, come la fo- 
sforilazione, un processo facilmente reversibile. Le cascate 
regolatorie governano una vastissima gamma di processi 
biologici, compresi alcuni aspetti che riguardano il destino 
di una cellula durante lo sviluppo, la capacità di catturare 
la luce da parte dei bastoncelli della retina, la morte cellu- 
lare programmata (apoptosi) e la coagulazione sanguigna. 

Il fibrinogeno è un dimero costituito da eterotrimeri 
(c»B2Y2), con tre tipi di subunità differenti ma collegate 
dal punto di vista evolutivo (Figura 6.39b). Il fibrinogeno 
viene convertito in fibrina, e quindi attivato per la coagu- 
lazione sanguigna, mediante rimozione proteolitica di 16 
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residui amminoacidici dall’estremità amminoterminale di 
ciascuna subunità a e di 14 residui amminoacidici dall’e- 
stremità amminoterminale di ciascuna subunità ft. La ri- 
mozione del peptide è catalizzata dalla trombina, una seri- 
na proteasi. I residui amminoterminali che vengono espo- 
sti dalle modificazioni delle subunità a e f si adattano per- 
fettamente all’interno di siti di legame presenti rispettiva- 
mente nelle porzioni globulari carbossiterminali delle su- 
bunità y e fi. Le interazioni vengono stabilizzate da legami 
crociati covalenti generati da una condensazione catalizza- 
ta da una transglutamminasi, il fattore XIIIa, di partico- 
lari residui di Lys di una subunità con i residui di Gln pre- 
senti in un’altra subunità. La fibra generata dai legami cro- 
ciati, detta fibrina, aiuta a stabilizzare il coagulo di sangue. 

l'attivazione del fibrinogeno per produrre la fibrina è 
la tappa finale di due cascate regolatorie parallele ma che 
possono intersecarsi (Figura 6.40). Una di queste viene 
solitamente indicata come via di attivazione da contatto 
(dove “contatto” si riferisce all’interazione di componenti 
chiave di questo sistema con i fosfolipidi anionici presenta- 
ti sulla superficie delle piastrine nel sito della ferita). Dato 
che tutti i componenti di questa via sono presenti nel pla- 
sma sanguigno, essa viene anche chiamata via intrinseca. 
La seconda via è quella del fattore tissutale o via estrin- 
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Figura 6.40 Le cascate della coagulazione. Nella figura sono 
mostrate le vie, intrinseca ed estrinseca, tra loro interconnesse che 
portano alla scissione proteolitica del fibrinogeno e formano la 
fibrina attiva. Le serina proteasi attive nelle vie sono mostrate in 
azzurro. Le frecce verdi indicano le tappe di attivazione, mentre le 
frecce rosse indicano i processi inibitori. 
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seca. Un componente principale di questa via, la protei- 
na fattore tissutale (TF), non è presente nel torrente cir- 
colatorio. La maggior parte dei fattori proteici presenti in 
entrambe le vie è identificata da numeri romani. Molti di 
questi fattori sono serina proteasi simili alla chimotripsina; 
i precursori inattivi, gli zimogeni, di queste proteasi ven- 
gono sintetizzati nel fegato ed esportati nel sangue. Altri 
fattori sono proteine regolatrici che si legano alle serina 
proteasi, favorendo la loro attivazione. 

La coagulazione sanguigna comincia con l’attivazione 
delle piastrine circolanti, frammenti cellulari specializzati 
privi di nucleo, all’altezza del sito di una ferita. Il danneg- 
giamento del tessuto causa l'esposizione delle molecole di 
collageno presenti all’interno dello strato di cellule epite- 
liali che circonda ogni vaso sanguigno. L'attivazione delle 
piastrine è innescata principalmente dall’interazione con 
queste fibre di collageno. Fattivazione porta alla presen- 
tazione dei fosfolipidi anionici sulla superficie di ciascuna 
piastrina e al rilascio di molecole di segnale come i trom- 
bossani (pagina 383), che stimolano l’attivazione di altre 
piastrine. Le piastrine attivate si aggregano all’altezza del 
sito della ferita, formando un coagulo non compatto. La 
stabilizzazione del coagulo richiede la fibrina generata dal- 
le cascate della coagulazione. 

La via estrinseca si attiva per prima. Il danno tissuta- 
le espone il plasma sanguigno al TF ampiamente immer- 
so nelle membrane dei fibroblasti e delle cellule della mu- 
scolatura liscia che si trovano all’interno dello strato endo- 
teliale. Un complesso di inizio si forma tra il TF e il fattore 
VII, anch'esso presente nel plasma sanguigno. Il fattore 
VII è lo zimogeno di una serina proteasi, e il TF è una pro- 
teina regolatrice necessaria alla sua funzionalità. Il fattore 
VII viene convertito nella sua forma attiva, il fattore VIIa, 
da un taglio proteolitico operato dal fattore Xa (un’altra 
serina proteasi). Il complesso TF-VIIa taglia poi il fattore 
X nella sua forma attiva, il fattore Xa. 

Se il complesso TF-VIla è necessario per tagliare il 
fattore X, e il fattore Xa è indispensabile per attaccare il 
TF-VII, in che modo ha avuto inizio il processo? Un pic- 
colissimo quantitativo di fattore VIIa è sempre presente 
nel sangue, in una quantità sufficiente a formare un’al- 
trettanto piccola quantità di complesso attivo TF-VIIa im- 
mediatamente dopo il danneggiamento di un tessuto. Ciò 
permette la formazione del fattore Xa e innesca l’inizio 
di un circolo retroattivo. Una volta che i livelli di fattore 
Xa cominciano ad aumentare, Xa (in un complesso con la 
proteina regolatrice chiamata fattore Va) idrolizza la pro- 
trombina per formare la trombina attiva, che a sua volta 
scinde il fibrinogeno. 

La via estrinseca genera quindi una scarica di trom- 
bina. Il complesso TF-VIIa viene, però, spento piuttosto 
velocemente dalla proteina chiamata proteina inibito- 
re del fattore tissutale (TFPI). La formazione del coa- 
gulo è sostenuta dall’attivazione dei componenti della via 
intrinseca. Il fattore IX viene convertito nella serina pro- 
teasi attiva fattore IXa dalla proteasi TF-VIIa durante le 
prime fasi della sequenza del processo della coagulazione. 
Il fattore IXa, in un complesso con la proteina regolatrice 
VIIIa, è relativamente stabile e fornisce un enzima alter- 
nativo per la conversione proteolitica del fattore X in fat- 
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tore Xa. Il fattore IXa attivato può anche essere prodotto 
dalla serina proteasi fattore XIa. La maggior parte di XIa 
viene generata dalla scissione proteolitica dello zimogeno 
fattore XI operata dalla trombina in un circolo retroattivo. 
Se lasciata senza controllo, la coagulazione del sangue 
potrebbe portare anche al blocco della circolazione nei va- 
si sanguigni, causando attacchi cardiaci o ictus. È per que- 
sti motivi che si richiede quindi una regolazione molto ac- 
curata. Nel momento in cui si forma un coagulo rigido, le 
vie di regolazione stanno già agendo per limitare il tem- 
po durante il quale la cascata della coagulazione rimarrà 
attiva. Oltre alla scissione proteolitica del fibrinogeno, la 
trombina forma anche un complesso con una proteina im- 
mersa nella superficie vascolare delle cellule endoteliali, 
la trombomodulina. Il complesso formato da trombina e 
trombomodulina scinde lo zimogeno della serina protea- 
si proteina C. La forma attivata della proteina C, in com- 
plesso con la proteina regolatrice proteina S, rompe i fat- 
tori Va e VIIa, inattivandoli; si ha pertanto la soppressione 
dell’intera cascata. Un’altra proteina, l’antitrombina III 
(ATIII), è un inibitore delle serina proteasi. LATINI forma 
un complesso covalente con le serina proteasi in un rap- 
porto 1:1, utilizzando un suo residuo di Arg e il residuo di 
Ser del sito attivo delle proteasi, in particolar modo del- 
la trombina e del fattore Xa. Questi due sistemi di regola- 
zione, insieme a quello costituito da TFPI, aiutano a fissa- 
re un livello o una soglia di esposizione al TF che bisogna 
raggiungere per attivare la cascata della coagulazione. Gli 
individui portatori di difetti genetici che eliminano o ridu- 
cono i livelli di proteina C o di ATIII nel sangue presenta- 
no un rischio particolarmente elevato di trombosi (l’inap- 
propriata formazione di coaguli sanguigni). 
Il controllo della coagulazione del sangue ha un 
ruolo molto importante in medicina, in partico- 
lare nella prevenzione della coagulazione del san- 
gue durante le operazioni chirurgiche e nei pazienti a ri- 
schio di attacco cardiaco o ictus. Al momento, in medicina 
sono disponibili diversi trattamenti anticoagulanti. Il pri- 
mo prende spunto da un’altra caratteristica di alcune pro- 
teine della cascata della coagulazione che non abbiamo 
ancora considerato. I fattori VII, IX e X e la protrombina, 
così come anche le proteine C ed S, hanno dei siti di lega- 
me per il calcio essenziali per il loro funzionamento. I siti 
di legame per il calcio vengono formati per modificazione 
di diversi residui di Glu localizzati vicino all'estremità am- 
minoterminale di ciascuna proteina in residui di y-carbos- 
siglutammato (abbreviato Gla, pagina 85). Le modifica- 
zioni di Glu in Gla sono operate da enzimi la cui funzione 
dipende dalla vitamina K liposolubile (pagina 387). Il cal- 
cio a esse legato agisce facendo aderire queste proteine ai 
fosfolipidi anionici che compaiono sulla superficie delle 
piastrine attivate, localizzando efficacemente i fattori del- 
la coagulazione nelle aree in cui si deve formare il coagu- 
lo. È stato provato che gli antagonisti della vitamina K qua- 
li la warfarina (Coumadin) hanno effetti anticoagulanti 
molto efficaci. Un secondo approccio anticoagulante con- 
siste nella somministrazione di eparina. Leparina è una 
miscela di polisaccaridi altamente solfatati (vedi le Figure 
722 e 7.23). La loro azione come anticoagulanti è basata sul 
far aumentare l’affinità di ATIII per il fattore Xa e per la 
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Figura 6.41 Le famiglie reali d'Europa e l’ereditarietà 
dell’emofilia A. | maschi sono indicati dai quadrati e le femmine 
dai cerchi. 1 maschi che soffrivano di emofilia sono rappresentati 


trombina, favorendo così l’inattivazione degli elementi 
chiave della cascata della coagulazione. Infine, anche l’a- 
spirina (acido acetilsalicilico, pagina 864) è un efficace 
anticoagulante. L’aspirina inibisce l'enzima cicloossigena- 
si, necessario per la produzione dei trombossani. Nel mo- 
mento in cui l’aspirina riduce il rilascio dei trombossani 
dalle piastrine, diminuisce anche la capacità delle piastri- 
ne di aggregarsi. 

Gli esseri umani nati con una carenza in uno dei tan- 
ti componenti della cascata della coagulazione sanguigna 
mostrano una spiccata tendenza e propensione al sangui- 
namento che può variare da forme leggere a forme essen- 
zialmente incontrollabili, condizione, quest’ultima, ovvia- 
mente fatale. I difetti nei geni che codificano le proteine 
necessarie alla coagulazione sanguigna portano a patologie 
che vanno sotto il nome di emofilie. emofilia A è una ma- 
lattia legata al sesso dovuta a una carenza del fattore VIII 
ed è la forma più comune nel genere umano: nel mondo 
affligge circa un individuo maschio ogni 5000. Gli esempi 
più noti di emofilia A sono quelli che hanno colpito alcu- 
ne famiglie reali europee. La regina Vittoria (1819-1901) 
era una portatrice. Il suo ottavo figlio, il principe Leopol- 
do, soffriva di emofilia A e morì all’età di 31 anni in segui- 
to a una banale caduta. Almeno due delle figlie erano por- 
tatrici e trasmisero il gene difettoso alle altre famiglie reali 
d’Europa (Figura 6.41). O 


e  Alcunienzimi regolatori utilizzano meccanismi 
di regolazione diversi 

La glicogeno fosforilasi catalizza la prima reazione della 
via che immette il glucosio conservato nei depositi all’in- 
terno delle cellule nel metabolismo dei carboidrati per li- 
berare energia (Capitoli 14 e 15). Si tratta di un'importante 
via metabolica e di conseguenza la sua regolazione è com- 
plessa. Anche se la regolazione della glicogeno fosforila- 
si avviene principalmente attraverso il meccanismo della 
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modificazione covalente, descritto nello schema mostrato 
nella Figura 6.36, essa è anche regolata allostericamente 
dal’AMP che è un attivatore della fosforilasi h, e dal glu- 
cosio 6-fosfato e dall’ATP, che agiscono invece da inibito- 
ri. Inoltre, anche gli enzimi che aggiungono o rimuovo- 
no i gruppi fosforici sono regolati dai livelli degli ormoni 
coinvolti nel controllo dei livelli di zucchero nel sangue. 
L’intero sistema risulta così sotto una stretta regolazione 
degli ormoni (Figura 6.42; vedi anche i Capitoli 15 e 23). 

Altri enzimi regolatori complessi si trovano nei pun- 
ti strategici del metabolismo. Lenzima batterico glutam- 
mina sintetasi, che catalizza una reazione fondamentale 
nell’introduzione dell’azoto in forma ridotta nel metaboli- 
smo cellulare (Capitolo 22), è tra gli enzimi regolatori più 
complessi che si conoscano. Esso è regolato attraverso un 
meccanismo allosterico (da almeno otto differenti mole- 
cole regolatrici) mediante modificazioni covalenti reversi- 
bili e associazioni con alcune proteine regolatrici. Questo 
meccanismo sarà esaminato in dettaglio quando trattere- 
mo la regolazione delle singole vie metaboliche. 

Qual è il vantaggio di una tale complessità nella rego- 
lazione dell’attività enzimatica? Abbiamo iniziato questo 
capitolo sottolineando l’importanza della catalisi per l’esi- 
stenza stessa della vita. Ma il controllo della catalisi è forse 
altrettanto importante. Se tutte le possibili reazioni avve- 
nissero simultaneamente nella cellula, le macromolecole 
e i metaboliti verrebbero subito demoliti in composti chi- 
mici molto più semplici. Le cellule catalizzano invece solo 
le reazioni di cui hanno bisogno in quel momento; quando 
le risorse chimiche sono sufficienti, le cellule immagazzi- 
nano il glucosio e altri metaboliti. Quando le risorse chimi- 
che sono scarse, esse utilizzano le riserve per alimentare il 
metabolismo cellulare. L'energia chimica viene utilizzata 
in modo economico e distribuita nelle varie vie metaboli- 
che in base al fabbisogno cellulare. La disponibilità di ca- 
talizzatori efficienti, specifici per singole reazioni, rende 
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Figura 6.42 Regolazione dell'attività della glicogeno fosforilasi 
muscolare mediante fosforilazione. L'attività della glicogeno 
fosforilasi muscolare è soggetta a sistemi di regolazione a molteplici 
livelli che coinvolgono molto di più delle modificazioni covalenti 
(fosforilazioni) mostrate nella Figura 6.36. Svolgono ruoli importanti 
la regolazione allosterica e una cascata enzimatica regolatoria 
sensibile allo stato ormonale che agisce sugli enzimi che catalizzano 
fosforilazioni o defosforilazioni. L'attività di ambedue le forme 
dell'enzima è regolata allostericamente da un attivatore (AMP) 

e da due inibitori (glucosio 6-fosfato e ATP), che si legano in siti 
separati sull'enzima. Anche le attività della fosforilasi chinasi e della 
fosforilasi fosfatasi 1 (PP1) sono regolate da modificazioni covalenti 
attraverso una delle brevi vie che rispondono agli ormoni glucagone 


possibile effettuare una regolazione altrettanto efficiente. 
Linsieme di questi effetti genera quella sinfonia così com- 
plessa e regolata che noi chiamiamo vita. 


SOMMARIO 6.5 
Enzimi regolatori 
e [attività delle vie metaboliche nelle cellule è regolata at- 
traverso il controllo delle attività di determinati enzimi. 
e L'attività degli enzimi allosterici viene regolata dal le- 
game reversibile di specifici modulatori, che interagi- 


e adrenalina. Una via porta alla fosforilazione della fosforilasi chinasi 
e dell'inibitore della fosfoproteina fosfatasi 1 (PPI-1). La fosforilazione 
attiva la fosforilasi chinasi fosforilata, che poi va a fosforilare e 
attivare la glicogeno fosforilasi. Allo stesso tempo, il PPI-1 fosforilato 
interagisce con PP1, bloccandone l'attività. Il PPI-1 permane nella 
forma attiva (fosforilata) mediante l'inibizione della fosfoproteina 
fosfatasi 2B (PP2B), l'enzima che ne provoca la defosforilazione e 
l'inattivazione. In questo modo l'equilibrio tra le forme a e b della 
glicogeno fosforilasi si sposta verso la forma a, quella più attiva. 

Le due forme della fosforilasi chinasi sono attivate dagli ioni Ca?* 
(non mostrato nella figura). Questa via di regolazione è analizzata in 
maggior dettaglio nei Capitoli 14, 15 e 23. 


scono a livello di siti regolatori. Imodulatori possono 
essere substrati o altri metaboliti, e l’effetto del mo- 
dulatore può essere inibitorio o stimolatorio. Il com- 
portamento cinetico degli enzimi allosterici riflette le 
interazioni cooperative tra le subunità enzimatiche. 

e Altri enzimi regolatori vengono modulati mediante 
modificazione covalente di gruppi funzionali specifi- 
ci, essenziali per l’attività catalitica. La fosforilazione 
di specifici residui amminoacidici è un meccanismo 
molto comune di regolazione dell’attività enzimatica. 
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Molti enzimi proteolitici vengono sintetizzati sotto 


forma di precursori, detti zimogeni, che vengono poi 
attivati per rimozione di piccoli frammenti peptidici. 


La coagulazione del sangue è mediata da due cascate 


regolatorie integrate tra loro, costituite da zimogeni at- 


tivati per proteolisi. 


Gli enzimi che catalizzano reazioni in importanti punti 


di intersezione possono essere regolati da una combi- 
nazione di effettori, che permettono di coordinare le 
attività di vie metaboliche interconnesse. 


AN Termini chiave 


€32) 1termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


adattamento 
indotto 206 
analogo dello stato di 
transizione 218 
apoenzima 198 
apoproteina 198 
aspirina 243 
assunzione dello stato 
stazionario 210 
cascata regolatoria 240 
catalisi acido-base 
generale 207 
catalisi acido-base 
specifica 207 
catalisi covalente 
cinetica dello stato 
stazionario 210 
cinetica di Michaelis- 
Menten 211 
cinetica enzimatica 208 
coenzima 198 
cofattore 198 
costante di dissociazione 
(Ka) 212 
costante di 
equilibrio 202 
costante di Michaelis 
(Km) 211 
costante di velocità 
202 
energia di attivazione 
(AG*) 201 
energia di legame (AG) 
203 
enzima 197 
enzima allosterico 234 
enzima regolatore 234 
equazione di 
Lineweaver-Burk 
212 
equazione di 
Michaelis-Menten 
211 
fibrina 241 


208 


fibrinogeno 241 
gruppo prostetico 198 
inattivatore suicida 218 
inibizione 
competitiva 215 
inibizione incompetitiva 
216 
inibizione 
irreversibile 218 
inibizione mista 216 
inibizione non competitiva 
216 
inibizione 
reversibile 215 
intermedio di 
reazione 201 
kot 213 
modulatore 
allosterico (effettore 
allosterico) 234 
numero di turnover 213 
oloenzima 198 
proproteine (proenzimi) 
240 
proteina chinasi 238 
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i) Ulteriori letture 


* Letture di carattere generale 

Evolution of Catalytic Function. (1987) Cold Spring 
Harb. Symp. Quant. Biol. 52 

Una raccolta di eccellenti lavori sui fondamenti 
dell’enzimologia. Utile ancora oggi. 

Fersht, A. (1999) Structure and Mechanism in Protein 
Science: A Guide to Enzyme Catalysis and Protein Folding, 
W.H. Freeman and Company, New York. 

Una introduzione di livello avanzato, ben scritta. 

Frey, P.A., e Hegeman, A.D. (2006) Enzymatic Reaction 
Mechanisms, Oxford University Press, New York. 

Una trattazione aggiornata delle reazioni che avvengono 
nei sistemi viventi. 

Jencks, W.P. (1987) Catalysis in Chemistry and 
Enzymology, Dover Publications, Inc., New York. 

Un ottimo testo sull'argomento, di livello avanzato. 
Kornberg, A. (1989) For the Love of Enzymes: The Odyssey 
of a Biochemist, Harvard University Press, Cambridge, MA. 


* Principi di catalisi 

Amyes, T.L., O°Donoghue, A.C., e Richard, J.P. 

(2001) Contribution of phosphate intrinsic binding 
energy to the enzymatic rate acceleration for 
triosephosphate isomerase. /. Am. Chem. Soc. 123, 

pp. 11325-11326. 

Gutteridge, A., e Thornton, J.M. (2005) Understanding 
nature’s catalytic toolkit. Trends Biochem. Sci. 30, 

pp. 622-629. 

Una interessante discussione sull’origine dell’energia di 
legame, e su come viene utilizzata. 

Hammes-Schiffer, S., e Benkovic, S.J. (2006) Relating 
protein motion to catalysis. Annu. Rev Biochem. 75, 

pp. 519-541. 

Una buona descrizione dell'importanza dei movimenti 
delle proteine nella catalisi. 

Hansen, D.E., e Raines, R.T. (1990) Binding energy 
and enzymatic catalysis. /. Chem. Educ. 67, pp. 483-489. 
Un buon punto di partenza per uno studente per 
approfondire lo studio dei principi. 

Harris, T.K., e Turner, G.J. (2002) Structural basis of 
perturbed pK, values of catalytic groups in enzyme 
active sites. IUBMB Life 53, pp. 85-98. 

Kraut, D.A., Carroll, K.S., e Herschlag, D. (2003) 
Challenges in enzyme mechanism and energetics. Annu. 
Rev. Biochem. 72, pp. 517-571. 

Un buon sommario sui principi della catalisi enzimatica, 
su quello che sappiamo attualmente e su quello che non 
è ancora ben chiaro. 

Schramm, V.L. (2011) Enzymatic transition states, 
transition-state analogs, dynamics, thermodynamics, and 
lifetimes. Annu. Rev Biochem. 80, pp. 703-732. 

Williams, D.H. (2010) Enzyme catalysis from improved 
packing in their transition-state structures. Curt: Opin. 
Chem. Biol. 14, pp. 666-670. 

Wolfenden, R. (2011) Benchmark reaction rates, the 
stability of biological molecules in water, and the 
evolution of catalytic power in enzymes. Annu. Rev 
Biochem. 80, pp. 645-667. 
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* Cinetica 

Cleland, W.W. (2002) Enzyme kinetics: steady state. In 
Encyclopedia of Life Sciences, John Wiley & Sons, Inc./ 
Wiley Interscience, www.els.net. 

Una chiara e concisa presentazione dei principi. 
Raines, R.T., e Hansen, D.E. (1988) An intuitive 
approach to steady-state kinetics.  Chem. Educ. 65, 

pp. 757-759. 


* Esempi di enzimi 

Babbitt, P.C., e Gerlt, J.A. (1997) Understanding 
enzyme superfamilies: chemistry as the fundamental 
determinant in the evolution of new catalytic activities. /. 
Biol. Chem. 27, pp. 30591-30594. 

Una interessante discussione sull’evoluzione degli 
enzimi con differenti specificità catalitiche, e sull’uso di 
un limitato repertorio di motivi strutturali proteici. 
Babbitt, P.C., Hasson, M.S., Wedekind, J.E., Palmer, 
D.R.J., Barrett, W.C., Reed, G.H., Rayment, I., 
Ringe, D., Kenyon, G.L., e Gerlt, J.A. (1996) The 
enolase superfamily: a general strategy for enzyme- 
catalyzed abstraction of the a-protons of carboxylic 
acids. Biochemistry 35, pp. 16489-16501. 

Kirby, A.J. (2001) The lysozyme mechanism sorted - 
after 50 years. Nat. Struct. Biol. 8, pp. 737-739. 

Una interessante discussione sul potere catalitico degli 
enzimi e sui principi che lo governano. 


e Enzimi regolatori 

Changeux, J.-P. (2012) Allostery and the Monod- 
Wyman-Changeux model after 50 years. Annu. Rev 
Biophys. 41, pp. 83-113. 

Ehrmann, M., e Clausen, T. (2004) Proteolysis as a 
regulatory mechanism. Annu. Rev Genet. 38, 

pp. 709-724. 

Hunter, T., e Plowman, G.D. (1997) The protein 
kinases of budding yeast: six score and more. Trends 
Biochem. Sci. 22, pp. 18-22. 

Dettagli su questi importanti enzimi in un modello 
eucariotico. 

Johnson, L.N., e Barford, D. (1993) The effects of 
phosphorylation on the structure and function of 
proteins. Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 22, 

pp. 199-232. 


FI Problemi 


1. Conservazione del sapore dolce del granturco. Il 
granturco appena raccolto ha un sapore dolce dovuto 
alla grande quantità di zucchero che contiene. Quel- 
lo conservato (per diversi giorni dopo la raccolta) non 
è più dolce; oltre il 50% dello zucchero libero si è tra- 
sformato in amido già dopo un solo giorno dalla rac- 
colta. Per mantenere la dolcezza del granturco fresco, 
le pannocchie vengono immerse nell'acqua bollente 
per alcuni minuti e poi raffreddate in acqua fredda. 
Il granturco trattato in questo modo e conservato nel 
congelatore mantiene tutta la sua dolcezza. Quali so- 
no le basi biochimiche di questo processo? 
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. Concentrazione intracellulare degli enzimi. Per 


avere un valore approssimato della concentrazione 
reale degli enzimi in una cellula batterica, supponete 
che la cellula contenga 1000 enzimi diversi in soluzio- 
ne nel citosol, tutti alla stessa concentrazione, e che 
ogni proteina abbia un peso molecolare di 100 000. 
Supponete anche che la cellula batterica sia un cilin- 
dro (con un diametro di 1 pm e una lunghezza di 2,0 
pm) e che il citosol (densità di 1,20 g/ml) sia rappre- 
sentato per il 20% del suo peso da proteine solubili, 
tutte proteine enzimatiche. Calcolate la concentra- 
zione molare media di ogni enzima in questa ipoteti- 
ca cellula batterica. 


. Aumento della velocità determinato dall’ureasi. 


Lenzima ureasi aumenta la velocità di idrolisi dell’urea 
a pH 8,0 e a 20 °C di un fattore pari a 10!4, Se una data 
quantità di ureasi può idrolizzare completamente una 
certa quantità di urea in 5 minuti a 20 °C e a pH 8,0, 
quanto tempo impiegherà l’urea a idrolizzarsi comple- 
tamente nelle stesse condizioni in assenza di ureasi? 
Supponete che entrambe le reazioni abbiano luogo in 
ambienti sterili, in modo che non sia possibile la scis- 
sione dell’urea da parte dei batteri. 


. Protezione di un enzima dalla denaturazione da 


calore. Quando una soluzione enzimatica viene ri- 
scaldata si ha una progressiva perdita di attività cata- 
litica dovuta alla denaturazione dell'enzima. Una so- 
luzione dell'enzima esochinasi incubata a 45°C perde 
il 50% della sua attività in 12 minuti, ma quando viene 
incubata a 45 °C in presenza di una grande quantità 
di uno dei suoi substrati perde solo il 3% della sua at- 
tività in 12 minuti. Spiegate perché la denaturazione 
termica dell’esochinasi viene ritardata dalla presen- 
za del substrato. 


. Necessità dei siti attivi degli enzimi. La carbossi- 


peptidasi, che stacca uno dopo l’altro i residui ammi- 

noacidici carbossiterminali dai suoi substrati peptidici, 

è costituita da una singola catena polipeptidica di 307 

residui. I due gruppi catalitici essenziali del sito attivo 

sono le catene laterali dell’Arg!* e del Glu?”°, 

(a) Se la carbossipeptidasi fosse un’a elica perfet- 
ta, quanto disterebbero (in angstrom) l’Arg! e il 
Glu??°? (Suggerimento: vedi la Figura 4.4a.) 

(b) Potete spiegare perché questi due amminoacidi 
possono catalizzare una reazione che avviene in 
uno spazio di pochi angstrom? 


. Dosaggio quantitativo della lattato deidrogenasi. 


Lenzima del muscolo lattato deidrogenasi catalizza la 
reazione 


(0) 
I 
CH3 —C—-C007 + NADH +H* —> 
Piruvato 


OH 
CH COO- + NAD+ 
H 


Lattato 


NADH e NAD'* sono le forme rispettivamente ridotta 
e ossidata del coenzima NAD. Le soluzioni di NADH, 
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ma non quelle di NAD*, assorbono la luce a 340 nm. 
Questa proprietà viene usata per determinare la con- 
centrazione di NADH, mediante misure spettrofotome- 
triche della quantità di luce a 340 nm assorbita dalla 
soluzione. Spiegate perché queste proprietà di NADH 
possono essere usate per mettere a punto un dosaggio 
quantitativo della lattato deidrogenasi. 

Effetto degli enzimi sulle reazioni catalizzate. Qua- 
li dei seguenti effetti sarebbero prodotti da un enzima 
che catalizza la reazione semplice 


dove 


(a) Diminuzione del valore di K'.g; (b) aumento di 
ky; (c) aumento di K',y; (d) aumento di AG*; (e) dimi- 
nuzione di AG*; (f) AG'° più negativo; (g) aumento 
di k.. 

Relazione tra velocità della reazione e concentra- 

zione del substrato: equazione di Michaelis-Men- 

ten. 

(a) A quale concentrazione di substrato un enzima che 
ha una ky di 30 s* e una K,, di 0,005 M esprimerà un 
quarto della sua velocità massima? 

(b) Determinate la frazione di Va che otterrete quan- 
do [S] è 1/2 K,,, 2 K€ 10Kx 

(c) Un enzima che catalizza la reazione X == Y vie- 
ne isolato da due specie batteriche. Gli enzimi rag- 
giungono la stessa velocità massima, ma hanno di- 
verse K,, per il substrato X. Fenzima A ha una Ky 
pari a 2,0 pm, mentre l'enzima B ha una K,, pari a 
0,5 pm. La figura che segue mostra la cinetica del- 
le reazioni condotte a pari concentrazioni dei due 
enzimi, e a [X] pari a 1 pm. Quale curva corrispon- 
de all’enzima A, e quale all’enzima B? 


Tempo 


9. Applicazione dell’equazione di Michaelis-Menten 


I. Un gruppo di ricercatori ha scoperto una nuova ver- 
sione della felicitasi, che è stata chiamata FELICITA- 
SI*, e che catalizza la reazione 


FELICITÀ == TRISTEZZA 


I ricercatori cominciano a caratterizzare l'enzima. 

(a) Nel primo esperimento, con [E;] = 4 nm, essi trova- 
no che il valore di V,,.ax è 1,6 pm s 1. Basandovi su 
questo esperimento, qual è la K., della felicitasi* 
(in unità appropriate)? 


10. 


11. 


12. 
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(b) In un altro esperimento, con [E;] = 1 nme con [FE- 
LICITÀ] a 30 pw, i ricercatori trovano che V) = 
300 nm s *. Qual è il valore della K,, per la felicita- 
si* per il substrato FELICITÀ (in unità appropria- 
te)? 

(c) Ulteriori ricerche dimostrano che la felicitasi* pu- 
rificata usata nel primo esperimento era in real- 
tà contaminata da un inibitore reversibile chia- 
mato RABBIA. Se RABBIA veniva accuratamen- 
te rimosso dalla preparazione di felicitasi* e i due 
esperimenti venivano ripetuti, la V.,axin (a) au- 
mentava fino a 4,8 um s_1, e la K,, in (b) diventava 
15 pm. Calcolate il valore di a e a’ per l’inibitore 
RABBIA. 

(d) Sulla base delle informazioni fin qui ottenute, che 
tipo di inibitore è RABBIA? 

Applicazione dell’equazione di Michaelis-Menten 

II. È stato trovato un altro enzima, che catalizza la rea- 

zione 


A==°B 


I ricercatori hanno trovato che la K,, per il substrato A 

è 4 ju, ela Ki è 20 min". 

(a) In un esperimento, [A] = 6 mm, e la V, era 480 nm 
min !. Qual era la [E,] usata nell’esperimento? 

(b) In un altro esperimento, [Ex] = 0,5 pm, e la Vo = 
5 yum min !. Qual era la [A] nell’esperimento? 

(c) Il composto Z agisce da inibitore competitivo 
dell’enzima, con un valore di a = 10. In un esperi- 
mento in cui la [E,] era come in (a), ma la [A] era 
diversa, è stata aggiunta una quantità di Z, che ha 
ridotto la velocità Vo a 240 nm min *. Qual è la [A] 
in questo esperimento? 

(d) Sulla base dei parametri cinetici di cui sopra, l’enzi- 
ma si è evoluto fino a raggiungere la perfezione ca- 
talitica? Spiegate la risposta, utilizzando i parame- 
tri cinetici che definiscono la perfezione catalitica. 

Valutazione della V,,,,, e della K,,- Anche se sono di- 

sponibili metodi grafici per una determinazione accu- 

rata dei valori di V,.ax € Kn di una reazione catalizza- 
ta da un enzima (vedi il Box 6.1), questi valori posso- 
no essere ricavati facilmente osservando l'andamento 

della V, in funzione della [S] crescente. Determinate i 

valori approssimati di V,,ax e di K, di una reazione ca- 

talizzata da un enzima per la quale sono stati ottenuti 

i seguenti dati. 


[S] Mm Vo (pm/min) 


2,5 x 1076 28 
4,0 X 1076 40 
1x 1075 70 
2.Xx 105 95 
4 Xx 1075 112 
1Xx 1074 128 
2x 1073 139 
1Xx 1072 140 


Proprietà di un enzima della via di sintesi delle 
prostaglandine. Le prostaglandine sono una classe 
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di eicosanoidi, derivati di acidi grassi che esercitano 
varie azioni sui tessuti dei vertebrati. Sono responsa- 
bili della febbre, delle infiammazioni e del dolore as- 
sociato. Le prostaglandine derivano da un acido gras- 
so a 20 atomi di carbonio, l’acido arachidonico, in una 
reazione catalizzata dall’enzima prostaglandina endo- 
perossido sintasi. Questo enzima, una cicloossigenasi, 
usa l’ossigeno per convertire l'acido arachidonico in 

PGG», il precursore di molte altre prostaglandine (la 

sintesi delle prostaglandine verrà descritta nel Capi- 

tolo 21). 

(a) I dati cinetici riportati sotto sono stati ricavati dalla 
reazione della prostaglandina endoperossido sinta- 
si. Analizzando le prime due colonne di dati della 
tabella, determinate i valori di V.,ax € di K 


Velocità 
di formazione 
Velocità di PGG, 
[Acido di formazione —con 10 mg/mL 
arachidonico] di PGG, di ibuprofene 
(mm) (mm/min) (mm/min) 
0,5 23,5 16,67 
1,0 32,2 25,25 
1,5 36,9 30,49 
2,5 41,8 3704 
3,5 44,0 38,91 


(b) Eibuprofene è un inibitore della prostaglandina en- 
doperossido sintasi. Inibendo la sintesi delle prosta- 
glandine, l’ibuprofene riduce l’infiammazione e il 
dolore. Usando i dati della prima e della terza co- 
lonna della tabella, determinate il tipo di inibizio- 
ne che l’ibuprofene esercita sulla prostaglandina 
endoperossido sintasi. 

13. & Analisi in grafico dei valori di V,,,, e di KI 

seguenti dati sperimentali sono stati raccolti durante 

lo studio dell’attività catalitica di una peptidasi intesti- 
nale capace di idrolizzare il dipeptide glicilglicina. 


Glicilglicina + H}0 +2 glicina 


[S] (mm) Prodotto formato (pmole/min) 
1,5 0,21 
2,0 0,24 
3,0 0,28 
40 0,33 
8,0 0,40 
16,0 0,45 


A partire da questi dati, eseguite un’analisi grafica (ve- 
di il Box 6.1 e il grafico associato) per determinare i va- 
lori di V.nax € Km per questa preparazione enzimatica e 
per questo substrato. 


14. Equazione di Eadie-Hofstee. Esistono diversi modi 


per trasformare l'equazione di Michaelis-Menten co- 
sì da porre in grafico i dati e dedurre i parametri cine- 
tici. Ciascuna modalità presenta vantaggi differenti a 
seconda dell'insieme di dati che devono essere analiz- 
zati. equazione di Lineweaver-Burk, o equazione dei 
doppi reciproci, è una trasformazione dell’equazione 


di Michaelis-Menten. Moltiplicando entrambi i termi- 
ni dell'equazione di Lineweaver-Burk per Vmax € risol- 
vendo, si ottiene l’equazione di Eadie-Hofstee: 

Vo 

Vo= (Km) 7a + Vmax 

ISI 
Sotto è mostrato il grafico di V in funzione di Vo/[S] 
per una reazione catalizzata da un enzima. 
La retta in colore blu è stata ottenuta in assenza di ini- 
bitore. Quale delle altre rette (A, B o C) è dovuta all’a- 
zione di un inibitore competitivo aggiunto alla misce- 
la di reazione? Suggerimento: vedi l’Equazione 6.30. 


Pendenza = -K,, 


[S] 

15.Il numero di turnover dell’anidrasi carbonica. La- 
nidrasi carbonica degli eritrociti (M, 30 000) è forse il 
più attivo tra gli enzimi conosciuti (elevato numero 
di turnover), e catalizza l’idratazione reversibile della 
CO): 


Questo equilibrio rappresenta un importante mecca- 
nismo per il trasporto della CO; dai tessuti ai polmo- 
ni. Se 10 pg di anidrasi carbonica pura catalizzano l’i- 
dratazione di 0,30 g di CO; in 1 minuto a 37 °C a Vinay 
qual è il numero di turnover (k.x;) dell’anidrasi carbo- 
nica (in min !)? 


16. Derivazione dell’equazione della velocità per l’i- 


nibizione competitiva. equazione della velocità di 
un enzima sottoposto a inibizione competitiva è 
ne Vmax [S] 
° aKn+ [S] 


Iniziando con una nuova definizione di enzima totale 
nella forma di 


[E] = [E] + [ES] + [EI] 


e con la definizione di a e di K;, derivate l'equazione 
della velocità. Usate come guida la derivazione dell’e- 
quazione di Michaelis-Menten descritta nel testo. 


17. Inibizione irreversibile di un enzima. Molti enzimi 


sono inibiti irreversibilmente dagli ioni di metalli pe- 
santi come Hg°*, Cu?* o Ag*, che possono reagire con 
gruppi sulfidrilici essenziali formando mercapturi: 


Enz-SH + Ag* + Enz-S-Ag + H° 
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L’affinità dell’Ag* per i gruppi sulfidrilici è così gran- 
de che Ag* può essere usato per titolare quantitativa- 
mente i gruppi sulfidrilici. A 10 mL di una soluzione 
contenente 1,0 mg/mL di un enzima puro è stato ag- 
giunto abbastanza AgNO; da inattivare completamente 
l'enzima. Sono state necessarie 0,342 pmoli di AgNO3. 
Calcolate il peso molecolare minimo dell’enzima. Per- 
ché il valore ottenuto in questo modo si riferisce solo 
al peso molecolare minimo? 


18. Applicazioni cliniche dei diversi tipi di ini- 


bizione enzimatica. Il siero umano contiene 
una classe di enzimi, le fosfatasi acide, che idrolizzano 
gli esteri fosforici biologici in condizioni moderatamen- 
te acide (pH 5,0): 


ia Îa 
R_OT7 O7 + H5960 -—_—_— — R7_0OH + HOT P_0° 

poss 

O O 


Le fosfatasi acide sono prodotte dagli eritrociti, dal fe- 
gato, dai reni, dalla milza e dalla ghiandola prostatica. 
Lenzima della ghiandola prostatica è clinicamente im- 
portante in quanto un aumento della sua attività nel 
sangue è spesso un indice della presenza di un cancro 
della prostata. La fosfatasi della ghiandola prostatica 
viene inibita dallo ione tartrato, mentre le altre fosfa- 
tasi acide non lo sono. Come possiamo utilizzare que- 
sta informazione per sviluppare un sistema di dosag- 
gio dell’attività della fosfatasi acida della prostata nel 
siero umano? 


19. Inibizione dell’anidrasi carbonica da aceta- 


zolammide. L’anidrasi carbonica viene forte- 
mente inibita dal farmaco acetazolammide, che viene 
utilizzato come diuretico (aumenta la produzione di 
urine) e per trattare il glaucoma (riduce la pressione 
arteriosa all’interno dell’occhio). L’anidrasi carbonica 
ha una funzione importante sia in questi che in altri 
processi di secrezione, in quanto partecipa alla rego- 
lazione del pH e del contenuto di bicarbonato in un 
certo numero di fluidi corporei. La curva sperimen- 
tale della velocità iniziale di reazione (espressa qui 
come percentuale della V,..y) in funzione della [S] 
dell’anidrasi carbonica è riportata nella figura sotto 
(curva in colore nero). Quando l'esperimento viene 
ripetuto in presenza di acetazolammide, si ottengono 


Senza inibitore 


In presenza di acetazolammide 


0,2 0,4 0,6 0,8 1 
[S] (mm) 
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valori che determinano la curva più bassa. Osservan- 
do le due curve e mettendo a frutto le vostre cono- 
scenze sulle proprietà cinetiche degli inibitori compe- 
titivi e degli inibitori misti, stabilite la natura dell’ini- 
bizione esercitata dall’acetazolammide. Fornite anche 
una spiegazione. 


20. Gli effetti degli inibitori reversibili. Derivate l’e- 


spressione dell’effetto di un inibitore reversibile sul- 
la Km misurata sperimentalmente (K,, apparente = 
a K/a'). Iniziate dall’Equazione 6.30 assumendo che 
la K apparente corrisponda alla [S] in corrisponden- 
za della quale Vo = Vma/2a". 


21. pH ottimale del lisozima. Il sito attivo del lisozima 


contiene due residui amminoacidici essenziali per la 
catalisi: il Glu?° e PAsp??. I valori del pK, delle catene 
laterali carbossiliche di questi due residui sono rispet- 
tivamente 5,9 e 4,5. Qual è lo stato di ionizzazione (pro- 
tonato o deprotonato) di ogni residuo, a pH 5,2, il pH 
ottimale del lisozima? Come possono gli stati di ioniz- 
zazione di questi due residui amminoacidici spiegare 
l'andamento, mostrato sotto, della curva dell’attività 
catalitica del lisozima in funzione del pH? 


100 
Ci 
E 
é 
E 
- 
2 50 
Si 
g 
E 
pe 
< 
0 I I I 
2 4 6 8 10 


pH 


22. & Lavorare con la cinetica. Usate come riferimen- 


to i grafici relativi alle equazioni principali del Capito- 

lo 6. 

(a) Utilizzando il grafico derivato dall’Equazione 6.9, 
realizzate un grafico di V in funzione di [S]. Utiliz- 
zate Vnax = 100 pm s, e Km = 10 pm. Di quanto 
aumenta V; se la [S] viene raddoppiata, da 0,2 a 0,4 
um? Qual è il valore di V, se [S|] è 10 pm? Di quanto 
aumenta V, se [S] aumenta da 100 a 200 pm? Os- 
servate come cambia il grafico se i valori di V_nax € 
di K,, vengono dimezzati o raddoppiati. 

(b) Utilizzando il grafico derivato dall’Equazione 6.30 
e i parametri cinetici in (a), realizzate un grafico in 
cui sia a che a‘ sono pari a 1,0. Ora osservate come 
varia il grafico quando a = 2,0, quando a' = 3, e 
quando a = 2,0 e a' = 3. 

(c) Utilizzando il grafico derivato dall’Equazione 6.30 
e l'equazione di Lineweaver-Burk del Box 6.1, rea- 
lizzate i grafici di Lineweaver-Burk (dei doppi reci- 
proci) per tutti i casi in (a) e (b). Quando a = 2,0, 
l’intercetta sull’asse delle x si sposta a destra o a si- 
nistra? Se a = 2,0 e a’ = 3, l’intercetta sull’asse del- 
le x si sposta a destra o a sinistra? 


249 


CAPITOLO 6 


250 Glienzimi 


=° Problema sull'analisi dei dati 

ila 

23. Studi sulla lattato deidrogenasi e sulla sua inge- 
gnerizzazione. Dall'esame della struttura di un en- 
zima si possono ricavare informazioni sulla relazione 
tra i diversi amminoacidi della sequenza e la funzione 
delle proteine. Un modo per verificare queste informa- 
zioni è di utilizzare la tecnologia del DNA ricombinan- 
te per realizzare mutanti della proteina enzimatica, e 
di esaminare in seguito la struttura e la funzione delle 
proteine così modificate. La tecnologia utilizzata è de- 
scritta nel Capitolo 9. 
Un esempio di questo tipo di analisi è presente nel lavo- 
ro di Clarke e collaboratori sull’enzima lattato deidroge- 
nasi, pubblicato nel 1989. La lattato deidrogenasi (LDH) 
catalizza la riduzione del piruvato con PNADH, forman- 
do lattato (vedi la Sezione 14.3). Il sito attivo dell’enzi- 
ma è mostrato qui di seguito, col piruvato al centro. 


Lattato deidrogenasi 


Il meccanismo di reazione è simile a quello di molte deidroge- 
nasi NADH-dipendenti (Figura 13.24) e consiste approssima- 
tivamente nell’inverso delle tappe © e @ della Figura 14.8. 
Lo stato di transizione comporta la formazione di un grup- 
po carbonilico fortemente polarizzato nella molecola del pi- 
ruvato, come qui mostrato: 


ia 
‘0-0 
Cc 
/-N 

O 7-0 
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(a) Una forma mutante dell’LDH in cui l’Arg!° è sta- 
ta sostituita con un residuo di Gln mostra una ca- 
pacità di legame del piruvato pari al 5%, e lo 0,07% 
dell’attività rispetto all’enzima modificato. Fornite 
una spiegazione plausibile degli effetti provocati 
dalla mutazione. 

(b) Una forma mutante dell’LDH in cui l'Arg !”! è stata 
sostituita con un residuo di Lys mostra una capa- 
cità di legame del substrato pari a solo lo 0,05% ri- 
spetto all’enzima non trattato. Perché quest’effetto 
così importante è sorprendente? 

(c) Nella struttura cristallina dell’LDH il gruppo gua- 
nidinico dell’Arg !” e il gruppo carbossilico del pi- 
ruvato sono allineati e come mostrato nella figura a 
fianco sono nella configurazione “biforcata” plana- 
re. Basandovi su questo dato, fornite una spiegazio- 
ne plausibile dell'effetto prodotto dalla sostituzione 
dell’Arg! con la Lys. 

(d) Una forma mutante dell’LDH in cui l'Ile?®° è stata so- 

stituita con un residuo di Gln mostra una diminuita 
capacità di legame del NADH. Spiegate questa osser- 
vazione. 
Clarke e collaboratori hanno anche ottenuto una 
versione mutante di LDH in grado di legare e ri- 
durre l’ossalacetato invece del piruvato. I ricerca- 
tori sostituirono semplicemente il residuo di Gln!°° 
con un residuo di Arg. Eenzima mutato riduceva 
l’ossalacetato a malato, ma non era più in grado di 
ridurre il piruvato a lattato. Essi avevano quindi 
convertito l’LDH in una malato deidrogenasi. 

(e) Disegnate il sito attivo del mutante di LDH con l’os- 
salacetato legato. 

(f) Fornite una spiegazione plausibile sul perché questo 
mutante dell’enzima ora “preferisce” l’ossalacetato 
invece del piruvato. 

(g) Gli autori furono sorpresi dal fatto che, sostituendo 
un amminoacido più grande nel sito attivo, l’enzi- 
ma mutato fosse in grado di legare un substrato più 
grande. Fornite una spiegazione plausibile. 
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CARBOIDRATI 


E GLICOBIOLOGIA .. 


7.1  Monosaccaridiedisaccaridi 


7.2  Polisaccaridi 


7.3 Glicoconiugati: proteoglicani, glicoproteine 
e glicosfingolipidi 


7.4  |carboidrati come molecole informazionali: 
il codice saccaridico 


7.5  Lavorareconicarboidrati 


carboidrati sono le molecole più abbondanti sulla Ter- 

ra. Ogni anno la fotosintesi converte più di 100 miliardi 

di tonnellate di CO; e di H;0 in cellulosa e in altri pro- 
dotti delle piante. Alcuni carboidrati (zucchero e amido) 
sono elementi fondamentali della dieta in molte parti del 
mondo, e l'ossidazione dei carboidrati è la via principale di 
produzione di energia nella maggioranza delle cellule non 
fotosintetiche. I polimeri saccaridici (chiamati anche gli- 
cani) agiscono come elementi strutturali e protettivi nelle 
pareti dei batteri e delle piante e nei tessuti connettivi de- 
gli animali. Altri polimeri saccaridici servono a lubrificare 
le articolazioni scheletriche e partecipano al processo di 
riconoscimento e di adesione tra le cellule. I polimeri sac- 
caridici complessi legati covalentemente alle proteine o ai 
lipidi si comportano come segnali che determinano la lo- 
calizzazione intracellulare o il destino metabolico di que- 
ste molecole ibride, chiamate glicoconiugati. In questo 
capitolo verranno analizzate le classi più importanti dei 
carboidrati e dei glicoconiugati e saranno esaminati alcu- 
ni esempi dei loro ruoli strutturali e funzionali. 

I carboidrati sono poliidrossi aldeidi o poliidrossi che- 
toni, o sostanze che per idrolisi generano questi composti. 
Molti carboidrati, ma non tutti, hanno la formula empirica 
(CH30),; alcuni contengono anche azoto, fosforo o zolfo. 

I carboidrati possono essere suddivisi in tre classi 
principali: i monosaccaridi, gli oligosaccaridi e i polisac- 
caridi (il termine “saccaride” deriva dal greco sakcharon, 
“zucchero”). I monosaccaridi, o zuccheri semplici, sono 
costituiti da una sola unità di poliidrossi aldeide o di po- 
liidrossi chetone. Il monosaccaride più abbondante in na- 
tura è uno zucchero a sei atomi di carbonio, il p-glucosio, 
qualche volta chiamato anche destrosio. I monosaccari- 
di a quattro o più atomi di carbonio tendono a formare 
strutture cicliche. 

Gli oligosaccaridi sono formati da una catena corta di 
unità monosaccaridiche o residui, uniti tra loro da carat- 


teristici legami detti glicosidici. I più abbondanti sono i di- 
saccaridi, formati da due unità monosaccaridiche. Il più 
comune è il saccarosio, formato dagli zuccheri a sei atomi 
di carbonio p-glucosio e p-fruttosio. I nomi di tutti i mono- 
saccaridi e disaccaridi più comuni terminano con il suffis- 
so “osio”. Nelle cellule la maggioranza degli oligosaccaridi 
che contengono tre o più unità non si trovano isolati, ma 
sono legati a molecole non glucidiche (lipidi e proteine) 
nei glicoconiugati. 

I polisaccaridi sono polimeri di zuccheri che conten- 
gono più di venti unità monosaccaridiche; alcuni ne con- 
tengono centinaia o migliaia. I polisaccaridi come la cellu- 
losa sono catene lineari, altri come il glicogeno sono invece 
ramificati. Il glicogeno e la cellulosa sono costituiti esclusi- 
vamente da unità di p-glucosio, ma differiscono per il tipo 
di legame glicosidico, e di conseguenza hanno proprietà e 
ruoli biologici diversi. 


Monosaccaridi e disaccaridi 


I carboidrati più semplici, i monosaccaridi, sono aldeidi o 
chetoni con due o più gruppi ossidrilici; il glucosio e il frut- 
tosio, monosaccaridi a sei atomi di carbonio, hanno cinque 
gruppi ossidrilici. Molti degli atomi di carbonio ai quali so- 
no legati i gruppi ossidrilici sono centri chirali che generano 
i molti stereoisomeri degli zuccheri che si trovano in natu- 
ra. Negli zuccheri la stereoisomeria ha una grande rilevan- 
za biologica in quanto gli enzimi che agiscono sugli zucche- 
ri sono altrettanto stereospecifici e solitamente preferiscono 
uno stereoisomero all’altro con un’affinità fino a tre ordini 
di grandezza più elevata. Questa maggiore affinità si riflet- 
te sui valori di K,, 0 sulle costanti di legame. Adattare lo ste- 
reoisomero di uno zucchero non gradito nel sito di legame 
di un enzima diventa così difficile, come, per esempio, infi- 
lare il guanto sinistro nella mano destra. 

Inizieremo descrivendo le famiglie dei monosaccaridi 
con scheletri formati da tre a sette atomi di carbonio, la 
loro struttura e le loro forme stereoisomeriche, compresi i 
sistemi con cui vengono rappresentate le loro strutture tri- 
dimensionali sul foglio di carta. Discuteremo poi le diverse 
reazioni chimiche dei gruppi carbonilici dei monosaccari- 
di. In una di queste reazioni, un gruppo ossidrilico presen- 
te nella stessa molecola reagisce con il gruppo carbossilico 
formando strutture cicliche che contengono quattro o più 
atomi di carbonio (le forme che predominano in soluzione 
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acquosa). La chiusura dell'anello crea un nuovo centro chi- 
rale, aumentando la complessità stereochimica di questa 
classe di composti. Sarà descritta in modo dettagliato an- 
che la nomenclatura atta a specificare senza ambiguità la 
configurazione intorno a ciascun atomo di carbonio delle 
forme cicliche e i sistemi con cui sono rappresentate tali 
strutture su un foglio di carta. Ciò sarà utile per la discus- 
sione sul metabolismo dei monosaccaridi della Parte 2. De- 
scriveremo anche alcuni importanti derivati dei monosac- 
caridi che incontreremo nei capitoli successivi. 


e Leduefamiglie dei monosaccaridi: gli aldosi e i chetosi 

I monosaccaridi sono solidi cristallini e incolori, facilmen- 
te solubili in acqua, ma insolubili nei solventi non polari. 
La maggior parte ha un sapore dolce (vedi il Box 7.2 a pa- 
gina 262). Lo scheletro dei monosaccaridi è costituito da 
una catena di atomi di carbonio non ramificata in cui tut- 
ti gli atomi di carbonio sono uniti da legami singoli. Nella 
forma a catena aperta, uno degli atomi di carbonio è lega- 
to con un doppio legame a un atomo di ossigeno, forman- 
do un gruppo carbonilico; tutti gli altri atomi di carbonio 
invece hanno come sostituente un gruppo ossidrilico. Se 
il gruppo carbonilico è a una delle estremità della catena 
carboniosa (cioè in un gruppo aldeidico) il monosaccaride 
viene detto aldosio; se il gruppo carbonilico è in qualun- 
que altra posizione, cioè in un gruppo chetonico, il mono- 
saccaride viene detto chetosio. I monosaccaridi più sem- 
plici sono due zuccheri a tre atomi di carbonio, detti triosi: 
la gliceraldeide (un aldotriosio) e il diidrossiacetone (un 
chetotriosio) (Figura 7.1a). 

I monosaccaridi con uno scheletro covalente a quat- 
tro, cinque, sei e sette atomi di carbonio sono chiamati ri- 
spettivamente tetrosi, pentosi, esosi ed eptosi. Essi posso- 
no essere aldeidi o chetoni, qualunque sia la lunghezza 
della catena carboniosa; infatti avremo aldotetrosi e che- 
totetrosi, aldopentosi e chetopentosi e così via. Gli esosi, 
che comprendono l’aldoesosio p-glucosio e il chetoesosio 
p-fruttosio (Figura 7.1b), sono i monosaccaridi più comu- 
ni in natura. Gli aldopentosi p-ribosio e 2-deossi-p-ribosio 
(Figura 7.1c) sono componenti dei nucleotidi e degli acidi 
nucleici (Capitolo 8). 


H 
N94 9 
i 
H H H_-CT- 0H 
MP | 
° H=- 2 OH HO—-C-H 
H-C-0H C=0 H_ TT OH 
H_- o OH H- 7 OH Hr 7 OH 
H H CH,0H 
p-Gliceraldeide, Diidrossiacetone, p-Glucosio, 
un aldotriosio un chetotriosio un aldoesosio 
(a) (b) 


Figura 7.1 Monosaccaridi importanti. (a) Due triosi: un aldosio 
e un chetosio. Nelle due formule il gruppo carbonilico è ombreggiato. 
(b) Due esosi comuni. (c) Pentosi che fanno parte degli acidi nucleici. 
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e Imonosaccaridi hanno centri asimmetrici 

Tutti i monosaccaridi eccetto il diidrossiacetone conten- 
gono uno o più atomi di carbonio asimmetrici (chirali) e 
quindi sono presenti in natura in forme isomeriche otti- 
camente attive (pagina 16). Ealdosio più semplice, la glice- 
raldeide, contiene un centro chirale (l'atomo di carbonio 
nel centro della molecola) e quindi ha due diversi isomeri 
ottici o enantiomeri (Figura 7.2). 


5Ì Una di queste due forme viene indicata con la lette- 


ra D e l’altra con la lettera L. Come per le altre biomolecole 
contenenti centri chirali, le configurazioni assolute degli 
zuccheri sono note mediante cristallografia ai raggi X. Per 
rappresentare la struttura tridimensionale di uno zucche- 
ro su un piano, spesso si usano le formule proiettive di Fi- 
scher (Figura 72). Nelle formule proiettive di Fischer, i le- 
gami orizzontali si proiettano verso il lettore al di fuori del 
piano, mentre quelli verticali sono orientati verso il basso, 
allontanandosi dal lettore. 


In genere, una molecola con n centri chirali può avere 
2" stereoisomeri. La gliceraldeide ha 2! = 2 stereoisome- 
ri; gli aldoesosi, con quattro centri chirali, hanno 24 = 16 
stereoisomeri. Gli stereoisomeri dei monosaccaridi, qua- 
lunque sia la lunghezza della loro catena, possono essere 
divisi in due gruppi che differiscono per la configurazio- 
ne intorno al centro chirale più lontano dal gruppo car- 
bonilico. Quelli che a livello di questo atomo di carbonio 
di riferimento hanno una configurazione identica a quel- 
la della p-gliceraldeide vengono detti isomeri p; analoga- 
mente, quelli con configurazione identica a quella della 
L-gliceraldeide sono gli isomeri L. In altre parole, quando 
il gruppo ossidrilico dell'atomo di carbonio asimmetrico 
usato come riferimento è a destra (destro) nella formu- 
la di proiezione che ha il gruppo carbonilico all’estremi- 
tà in alto, lo zucchero è un isomero Db; quando l’ossidrile 
è sulla sinistra (levo), siamo di fronte a un isomero 1. Dei 
16 possibili aldoesosi, otto sono in forma p e otto sono in 
forma L. La maggior parte degli esosi presenti negli orga- 
nismi viventi appartiene alla serie degli isomeri p. Perché 


H 
H_-CT_-0H 
H H 
N 4° N °° 
po 
HO-C-H H_-C_0H Ha 
H_-C_-0H H-CT—-0H ESSE 
H_-CT-0H H_-CT-0H LET OH 
CH,0H CH,0H CHs0H 
p-Fruttosio, p-Ribosio, 2-Deossi-p-ribosio, 


un chetoesosio un aldopentosio un aldopentosio 


(e) 


Il p-ribosio è un componente degli acidi ribonucleici (RNA), 
mentre il 2-deossi-p-ribosio è un componente dell'acido 
deossiribonucleico (DNA). 
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Specchio 


Modelli a palle e bastoncini 


H_ tal OH 


CH,0H 


p-Gliceraldeide 


CH,0H 


L-Gliceraldeide 


Formule proiettive di Fischer 


“CHO 

H— Csa OH 
CH, 0H 

p-Gliceraldeide 


L-Gliceraldeide 


Formule prospettiche 


Figura 7.2 Tre modi per rappresentare i due enantiomeri della 
gliceraldeide. Gli enantiomeri sono uno l'immagine speculare 
dell'altro. Il modello a palle e bastoncini mostra la configurazione 
reale della molecola. Si ricordi che nelle formule prospettiche (vedi 
la Figura 1.18) i legami a forma di cuneo puntano al di fuori del piano 
del foglio, verso il lettore, mentre i legami tratteggiati rivolti verso il 
basso si allontanano dal lettore. 


proprio gli isomeri p? Una domanda molto interessan- 
te, ma ancora senza risposta. Bisogna ricordare che tutti 
gli amminoacidi presenti in una proteina appartengono 
esclusivamente alla serie L, una delle due serie possibi- 
li di stereoisomeri. Anche il perché di questa scelta pre- 
ferenziale di un solo isomero avvenuta durante l’evolu- 
zione è tuttora sconosciuto. Una volta selezionato un da- 
to stereoisomero, gli enzimi si sono evoluti mantenendo 
questa loro preferenza. 

La Figura 73 mostra la struttura di tutti gli stereoisomeri 
degli aldosi e dei chetosi della serie p che contengono da tre 
a sei atomi di carbonio. Gli atomi di carbonio vengono nu- 
merati partendo dall’estremità più vicina all’atomo di car- 
bonio carbonilico. Gli otto p-aldoesosi che differiscono per 
la stereochimica a livello degli atomi di carbonio C-2, C-3 e 
C-4 hanno nomi specifici: p-glucosio, p-galattosio, p-manno- 
sio e così via (Figura 73a). Il nome dei chetosi a quattro e a 
cinque atomi di carbonio deriva da quello dell’aldosio corri- 
spondente, in cui vengono inserite le lettere “ul”; per esem- 
pio, il p-ribulosio è il chetopentosio corrispondente all’al- 
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dopentosio p-ribosio. (Vedremo l’importanza del ribulosio 
quando discuteremo della fissazione della CO; atmosferi- 
ca da parte delle piante verdi nel Capitolo 20.) I chetoesosi 
però hanno nomi con origini diverse, come il fruttosio (dal 
latino fructus, “frutto”; la frutta, in effetti, è un’ottima fon- 
te di fruttosio) e il sorbosio (dal latino sorbus, un arbusto 
di montagna che produce bacche ricche di alcol sorbitolo). 
Quando due zuccheri differiscono soltanto nella configu- 
razione intorno a un atomo di carbonio, essi vengono detti 
epimeri. Il p-glucosio e il p-mannosio, che differiscono so- 
lo a livello della stereochimica del C-2, sono epimeri, come 
il p-glucosio e il p-galattosio (che si differenziano a livello 
del C-4) (Figura 74). 

Alcuni zuccheri sono presenti in natura nella forma L: 
per esempio l’L-arabinosio e gli isomeri L di alcuni deri- 
vati saccaridici presenti nei glicoconiugati (Sezione 7.3). 


H. 0 
\Y 
H—C—OH 
HO —C-H 
HO—C—H 
CH 30H 


L-Arabinosio 


e comuni monosaccaridi hanno strutture cicliche 

Finora abbiamo rappresentato le strutture di vari aldosi e 
chetosi sotto forma di catene aperte e lineari (Figure 7.3 
e 7.4). In soluzione acquosa, gli aldotetrosi e tutti gli altri 
monosaccaridi con cinque o più atomi di carbonio assu- 
mono una forma ciclica (ad anello), in quanto il gruppo 
carbonilico forma un legame covalente con l'atomo di os- 
sigeno di un gruppo ossidrilico posto lungo la catena. La 
formazione di queste strutture ad anello è il risultato di 
reazioni generali tra aldeidi o chetoni e alcoli, che produ- 
cono derivati chiamati emiacetali o emichetali. Si pos- 
sono aggiungere a un atomo di carbonio carbonilico due 
molecole di un alcol. Il prodotto della prima aggiunta è un 
emiacetale (se il gruppo carbonilico è di un aldosio) o un 
emichetale (se il gruppo carbonilico è di un chetosio). Se 
il gruppo —OH e il gruppo carbonilico sono presenti sul- 
la stessa molecola, si forma un anello a cinque o sei ato- 
mi (0 membri). L'aggiunta della seconda molecola di alcol 
produce l’acetale o il chetale completo (Figura 7.5) e il le- 
game che si è formato viene detto legame glicosidico. Nel 
caso in cui le due molecole che reagiscono siano entram- 
be dei monosaccaridi, l’acetale o il chetale che si forma è 
un disaccaride. 

La reazione con la prima molecola di alcol genera un 
ulteriore centro chirale (a livello del carbonio carbonili- 
co). Dato che l’alcol si può aggiungere in entrambi i modi, 
cioè attaccandosi all’atomo di carbonio carbonilico sia “da- 
vanti” che “dietro”, la reazione può produrre le due confi- 
gurazioni stereoisomeriche che la molecola può assume- 
re, di norma indicate con le lettere a e fp. Per esempio, 
il p-glucosio in soluzione è in forma di emiacetale intra- 
molecolare, in cui il gruppo ossidrilico libero sul C-5 ha 
reagito con il C-1 aldeidico; nella reazione questo atomo 
di carbonio carbonilico diventa asimmetrico e genera le 
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(a) p-Aldosi 
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Tre atomi Quattro atomi di carbonio Cinque atomi di carbonio 
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o Ego HF A Ep i HO-C-H 
H_- pos aq co R-_0R i ANSE e 
CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH;0H CH,0H 
D-Eritrosio p-Treosio p-Ribosio | p-Arabinosio | p-Xilosio p-Lixosio 
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CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH,0H CH;0H CH;0H 
D-Allosio D-Altrosio D-Glucosio p-Mannosio p-Gulosio p-Idosio p-Galattosio D-Talosio 


(b) p-Chetosi 


Tre atomi 
di carbonio 


Quattro atomi 
di carbonio 


CH.0H 
CH,0H c=0 
( H- con 
CH,0H 


CH,0H 


p-Eritrulosio 


Diidrossiacetone 


Figura 7.3 Aldosi e chetosi. La serie dei p-aldosi 
(a) e dei p-chetosi (b), che hanno da tre a sei 
atomi di carbonio, mostrata mediante le formule 
proiettive. Gli atomi di carbonio in rosso sono 

i centri chirali. In tutti questi p-isomeri l'atomo 

di carbonio chiralico più distante dall'atomo di 
carbonio carbonilico ha la stessa configurazione 
dell'atomo di carbonio chiralico della 
p-gliceraldeide. Gli zuccheri con i nomi riquadrati 
sono i più abbondanti in natura; li incontreremo 
ancora sia in questo capitolo che nei seguenti. 
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Figura 7.4 Epimeri. Il glucosio e due dei suoi epimeri, mostrati 
secondo le formule di proiezione. Ogni epimero differisce dal 
p-glucosio soltanto nella configurazione di un centro chirale 
(ombreggiato in rosa o in celeste). 
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_— p3 3 Figura 7.5 Formazione di emiacetali e di emichetali. 
i 4° A ; l'al ù a Ù j ln $ Un'aldeide oppure un chetone possono reagire con 
R_ GC +HO-R — RT ( ua i + HOH un alcol in un rapporto 1:1, formando rispettivamente 
H H BO=B! H un emiacetale o un emichetale e generando un nuovo 
Aldeide Alcol Emiacetale Acetale centro chirale a livello dell'atomo di carbonio carbonilico. 
L'aggiunta di una seconda molecola di alcol produce un 
acetale o un chetale. Quando il secondo gruppo alcolico fa 
OH HO—R! oR° parte di un'altra molecola di zucchero, si forma un legame 
R-C=0 + HO—R} Ri c-or* — ilo 0, die 
R° R° HO—R! n 
Chetone Alcol Emichetale Chetale 


due possibili forme stereoisomeriche, a e B (Figura 76). 
Le forme isomeriche dei monosaccaridi che differiscono 
soltanto per la configurazione intorno all’atomo di carbo- 
nio emiacetalico o emichetalico sono dette anomeriche e 
l’atomo di carbonio carbonilico è detto atomo di carbonio 
anomerico. 

Gli anelli a sei membri sono chiamati piranosi, in quan- 
to derivano dal composto pirano, un anello eterociclico a 
sei membri (Figura 7.7). I nomi sistematici di queste due 
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Figura 7.6 Formazione delle due forme cicliche del p-glucosio. 
Quando il gruppo aldeidico sul C-1 e il gruppo ossidrilico sul 

C-5 reagiscono tra loro per formare un legame emiacetalico, 
possono originarsi due forme stereoisomeriche a e p (anomeri), 
che differiscono soltanto a livello della stereochimica dell'atomo 

di carbonio emiacetalico. Questa reazione è reversibile. 
L'interconversione tra gli anomeri a e f viene detta mutarotazione. 


forme ad anello del p-glucosio sono a-p-glucopiranosio e 
B-p-glucopiranosio. Anche i chetoesosi (come il fruttosio) 
possono esistere sotto forma di composti ciclici e formare 
anomeri a e pè. In questi composti il gruppo ossidrilico sul 
C-5 (o sul C-6) reagisce con il gruppo chetonico sul C-2, for- 
mando un anello furanosico (0 piranosico) contenente un 
legame emichetalico (Figura 7.5). Il p-fruttosio forma più 
facilmente l'anello furanosico (Figura 7.7); ’anomero più 
comune nella forma ciclica è il B-p-fruttofuranosio. 

Le strutture cicliche degli zuccheri vengono rappre- 
sentate dalle formule prospettiche di Haworth in mo- 
do più accurato rispetto alle proiezioni di Fischer, solita- 
mente utilizzate invece per le strutture lineari degli zuc- 
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Figura 7.7 Piranosi e furanosi. Nella figura sono mostrate le 
formule prospettiche di Haworth delle forme piranosiche del 
p-glucosio e delle forme furanosiche del p-fruttosio. | bordi 
dell'anello più vicini al lettore sono rappresentati con una linea più 
spessa. Si noti che i gruppi ossidrilici che nelle formule prospettiche 
di Haworth sono sotto il piano dell'anello, nelle formule di proiezione 
di Fischer si trovano sul lato destro (si confronti con la Figura 7.6). Il 
pirano e il furano sono riportati per un confronto con le altre formule. 
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cheri. Nelle formule prospettiche di Haworth, l’anello a 
sei membri è inclinato in modo da rendere il suo piano 
quasi perpendicolare a quello della pagina e, come mo- 
strato nella Figura 77 con i legami indirizzati verso il let- 
tore disegnati con tratti più spessi rispetto ai legami più 
distanti. 


59 Per convertire la formula proiettiva di Fischer di 


qualsiasi esoso lineare in forma Din una formula prospet- 
tica di Haworth che mostra la struttura ciclica della mole- 
cola, disegnate l'anello a sei membri (cinque atomi di car- 
bonio e un atomo di ossigeno nella parte più in alto a de- 
stra), numerate i carboni in senso orario cominciando dal 
carbonio anomerico e poi posizionate i gruppi ossidrilici. 
Se nella proiezione di Fischer un gruppo ossidrilico com- 
pare a destra, nella formula prospettica di Haworth que- 
sto sarà posizionato nell’anello in basso rispetto all’atomo 
a cui è legato (per esempio, al di sotto del piano dell’anel- 
lo). Se invece il gruppo ossidrilico presente nella proiezio- 
ne di Fischer è sulla sinistra, nella formula prospettica di 
Haworth sarà situato al di sopra dell’atomo a cui è legato 
(cioè al di sopra del piano dell’anello). Il gruppo termina- 
le —CH;0H protenderà verso l’alto nell’enantiomero D, 
verso il basso nell’enantiomero 1. L’ossidrile sul carbonio 
anomerico può puntare sia verso il basso sia verso l’alto. 
Se l’ossidrile anomerico di un esoso D è dalla stessa parte 
dell’anello del C-6, la struttura, per definizione, sarà del 
tipo p. Se, invece, è dalla parte opposta del C-6, la struttu- 
ra sarà del tipo a. 


(° 

H-#C—0H 
HO CH 

H-0- OH 

H- C-0H 

°CH,0H H OH 

p-Glucosio a-D-Glucopiranosio 
nella proiezione nella formula prospettica 

di Fischer di Haworth 


°, 
ù Conversione delle formule delle proiezioni 


di Fischer in formule prospettiche di Haworth 
Disegnate le formule delle formule prospettiche di 
Haworth del p-mannosio e del p-galattosio. 


!CHo ‘CHO 
HO—C—H ii OH 
HO-C—H HO-:C-H 

asti OH HO E 
H= = H=C=—bf 
°CH,0H °CH,0H 


p-Mannosio D-Galattosio 


Soluzione I piranosi sono anelli a sei membri. Comincia- 
te quindi con le strutture di Haworth a sei elementi con 
l'atomo di ossigeno nella parte più in alto. Numerate gli 
atomi di carbonio in senso orario partendo dal carbonio 


© 978-88-08-26148-9 


carbonilico. Per il mannosio, posizionate gli ossidrili pre- 
senti sul C-2 e sul C-3 in alto e quello sul C-4 in basso (da- 
to che essi, nella proiezione di Fischer, sono dalla parte si- 
nistra i primi due, e a destra il terzo, rispetto alla struttura 
del mannosio). Per il p-galattosio, i gruppi ossidrilici sono 
così orientati: C-2 in basso, C-3 in alto e C-4 in alto. L’ossi- 
drile legato al C-1 può essere orientato in alto o in basso. 
A livello di questo atomo di carbonio si possono avere in- 
fatti due possibili configurazioni a e p. 


È Disegnare le formule prospettiche di Haworth 


degli isomeri saccaridici 
Disegnate le formule prospettiche di Haworth per il p-man- 
nosio e per il B-L-galattosio. 


Soluzione La formula prospettica di Haworth del p-man- 
nosio ricavata nell’Esercizio svolto 7.1 può avere il gruppo 
ossidrilico legato al C-1 rivolto verso il basso o verso l’alto. 
Secondo la convenzione chiave, per la forma a, l’ossidrile 
sul C-1 è rivolto verso il basso quando il C-6 è posizionato 
in alto, come nel caso del p-mannosio. 

Per il B-L-galattosio, per disegnare la rappresentazione 
corretta secondo Fischer dell’1-galattosio, utilizzate la rap- 
presentazione di Fischer del p-galattosio (vedi l’Esercizio 
svolto 7.1) che ne è l’immagine speculare. I gruppi ossidri- 
lici sul C-2, C-3, C-4 e C-5 sono infatti rispettivamente po- 
sizionati dalla parte sinistra, destra, destra e sinistra. Ora 
disegnate la rappresentazione di Haworth, un anello a sei 
elementi i cui i gruppi —OH sul C-2, -3 e C-4 sono orien- 
tati rispettivamente in alto, in basso e in basso, dato che 
nella proiezione di Fischer essi sono posizionati rispettiva- 
mente sul lato sinistro, destro e destro. Poiché vogliamo la 
forma p dello zucchero, il gruppo —OH legato al carbonio 
anomerico deve puntare verso il basso (dalla stessa parte 
di quello legato al C-5). 


Le forme anomeriche a e f del p-glucosio si inter- 
convertono in soluzione acquosa mediante un proces- 
so chiamato mutarotazione, in cui una forma ad anello 
(per esempio l’anomero a) acquista per breve tempo la 
forma lineare per poi chiudersi ancora nella forma ano- 
merica f (Figura 7.6). Quindi, una soluzione di a-p-glu- 
cosio e una soluzione di B-p-glucosio formano all’equili- 
brio miscele identiche con proprietà ottiche altrettanto 
identiche. Questa miscela è costituita da circa un terzo di 
a-D-glucosio e da due terzi di f-p-glucosio e da quantità 
molto piccole di forme lineari e di anelli a cinque mem- 
bri (glucofuranosio). 

Le formule prospettiche di Haworth mostrate nella Fi- 
gura 7.7 sono comunemente usate per le forme ad anel- 
lo dei monosaccaridi. L'anello piranosico a sei membri 
non è esattamente planare, come la formula prospettica 
di Haworth tende a suggerire, ma può assumere una delle 
due conformazioni dette “a sedia” (Figura 7.8). Abbiamo 
già visto nel Capitolo 1 (pagina 19) che due conformazio- 
ni di una molecola sono interconvertibili se non viene rot- 
to un legame covalente, mentre due configurazioni posso- 
no essere convertite l’una nell’altra soltanto se viene rotto 
un legame covalente. Per interconvertire le configurazioni 
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a-D-Glucopiranosio 


(b) 


Figura 7.8 Strutture conformazionali dei piranosi. 

(a) Due forme “a sedia” dell'anello piranosico del f-p-glucopiranosio. 
Le due conformazioni non sono facilmente interconvertibili senza 
rottura dell'anello; per indurre l'interconversione delle forme a sedia è 
necessario fornire 46 kJ di energia per mole. Un'altra conformazione, 
quella “a barca” (non mostrata), si osserva solo in derivati con 
sostituenti molto voluminosi. (b) Una conformazione a sedia 
dell'a-p-glucopiranosio. 


a e B bisogna rompere il legame covalente che coinvolge 
l’atomo di ossigeno dell’anello, mentre l’interconversione 
delle due forme a sedia (che sono due conformazioni) non 
comporta rottura di legami e non cambia la configurazio- 
ne a livello di nessuno degli atomi di carbonio dell’anel- 
lo. Le conformazioni tridimensionali specifiche delle uni- 
tà monosaccaridiche sono importanti per determinare le 
proprietà e le funzioni biologiche di alcuni polisaccaridi, 
come vedremo in seguito. 


e Gliorganismi contengono una grande varietà di derivati 
degli esosi 

Oltre agli esosi semplici come il glucosio, il galattosio e 
il mannosio, esiste un certo numero di derivati saccari- 
dici in cui un gruppo ossidrilico del composto di origine 
è stato rimpiazzato da un altro sostituente, oppure un 
atomo di carbonio viene ossidato a gruppo carbossilico 
(Figura 7.9). Nella glucosammina, nella galattosammina 
e nella mannosammina il gruppo ossidrilico sull’atomo 
di carbonio C-2 del composto di origine è stato sostitui- 
to con un gruppo amminico. Il gruppo amminico si trova 
solitamente condensato con l’acido acetico, come nella 
N-acetilglucosammina. Questo derivato della glucosam- 
mina fa parte della struttura di molti polimeri, compresi 
quelli delle pareti cellulari dei batteri. La sostituzione del 
gruppo ossidrilico sul C-6 dell’r-galattosio o dell’L-man- 
nosio con un atomo di idrogeno produce rispettivamente 
L-fucosio 0 L-ramnosio; questi deossizuccheri sono pre- 
senti nei polisaccaridi delle piante e negli oligosaccaridi 
complessi che fanno parte delle glicoproteine e dei glico- 
lipidi descritti in seguito. 
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Quando l’atomo di carbonio carbonilico (aldeidico) 
del glucosio viene ossidato a gruppo carbossilico, si pro- 
duce l’acido gluconico, utilizzato in medicina come con- 
troione innocuo con cui somministrare farmaci carichi 
positivamente (come il chinino) o ioni (come il Ca?*). Gli 
altri aldosi generano differenti tipi di acidi aldonici. ’os- 
sidazione del carbonio all’altra estremità della catena car- 
boniosa (l'atomo C-6 del glucosio, galattosio o mannosio) 
forma il corrispondente acido uronico: l’acido glucuro- 
nico, l’acido galatturonico, oppure l'acido mannuronico. 
Gli acidi aldonici e gli acidi uronici formano esteri intra- 
molecolari stabili chiamati lattoni (Figura 7.9, in basso a 
sinistra). Gli acidi sialici appartengono invece a una fa- 
miglia di zuccheri con uno scheletro a nove atomi di car- 
bonio. Uno di essi, l'acido N-acetilneuramminico (a cui 
spesso ci si riferisce semplicemente come “acido sialico”), 
è un derivato della N-acetilmannosammina presente in 
molte glicoproteine e glicolipidi localizzati sulla superfi- 
cie delle cellule degli animali, che genera siti di ricono- 
scimento per le altre cellule o per proteine extracellulari 
che legano i carboidrati. Il gruppo carbossilico di questi 
derivati saccaridici è ionizzato a pH 7 ed è quindi corret- 
to chiamare questi composti carbossilati, cioè glucurona- 
to, galatturonato e così via. 

Nella sintesi e nel metabolismo dei carboidrati in mol- 
ti casi gli intermedi che si formano non sono gli zuccheri 
stessi, ma loro derivati fosforilati. La condensazione dell’a- 
cido fosforico con un gruppo ossidrilico di uno zucchero 
forma un estere fosforico, come nel caso del glucosio 6-fo- 
sfato (Figura 7.9), il primo metabolita della via attraverso 
cui la maggior parte degli organismi ossida il glucosio per 
ottenere energia. Gli zuccheri fosforilati sono relativamen- 
te stabili a pH neutro e presentano una carica netta nega- 
tiva. Uno degli effetti della fosforilazione degli zuccheri 
all’interno della cellula è quello di impedire la diffusione 
dello zucchero al di fuori della cellula stessa; la maggior 
parte delle cellule non possiede nella membrana plasmati- 
ca trasportatori degli zuccheri fosforilati. La fosforilazione 
serve anche ad attivare gli zuccheri per le trasformazioni 
chimiche successive. Alcuni derivati fosforilati degli zuc- 
cheri sono componenti dei nucleotidi (trattati nel prossi- 
mo capitolo). 


e Imonosaccaridi sono agenti riducenti 

I monosaccaridi possono essere ossidati da agen- 

ti ossidanti relativamente blandi, come lo ione 

rameico (Cu°*). In queste reazioni il gruppo car- 
bonilico viene ossidato a gruppo carbossilico. Il glucosio 
e gli altri zuccheri in grado di ridurre lo ione rameico so- 
no detti zuccheri riducenti. Lo ione rameico ossida il 
glucosio e altri zuccheri riducenti producendo una mi- 
scela complessa di acidi carbossilici. Questo è il principio 
su cui si basa la reazione di Fehling, un dosaggio semi- 
quantitativo di zuccheri riducenti che per molti anni è 
stato utilizzato per misurare la concentrazione del gluco- 
sio negli individui affetti da diabete mellito. Attualmen- 
te vengono utilizzati metodi più sensibili: il test viene ese- 
guito su una striscia su cui è stato immobilizzato l’enzi- 
ma. Questo tipo di metodologia richiede soltanto una goc- 
cia di sangue (Box 7.1). O 
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Famiglia del glucosio 
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Figura 7.9 Alcuni importanti derivati biologici degli esosi. 
Negli amminozuccheri, un gruppo —NH; sostituisce uno dei 
gruppi ossidrilici dell'esosio corrispondente. La sostituzione di un 
— OH con un —H porta alla formazione di un deossizucchero. Si 
noti che i deossizuccheri mostrati qui sono isomeri L. Gli zuccheri 
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acidi contengono gruppi carbossilici, che conferiscono loro cariche 
negative a pH neutro. Il p-glucono-è-lattone deriva dalla formazione 
di un legame estere tra il gruppo carbossilico sul C-1 e il gruppo 
ossidrilico sul C-5 (detto anche carbonio è) del p-gluconato. 


Box 7.1 MEDICINA Determinazione della concentrazione di glucosio nel sangue (glicemia) nella diagnosi 


e trattamento del diabete 


Il glucosio è il principale combustibile metabolico per 
il cervello. Se la quantità di glucosio che raggiunge il 
cervello è scarsa, le conseguenze possono essere gravi: 
letargia, coma, lesioni cerebrali permanenti e morte (vedi 
la Figura 23.24). Gli animali hanno evoluto dei complessi 
meccanismi ormonali per far sì che la concentrazione del 
glucosio nel sangue rimanga sufficientemente elevata 
(intorno a 5 mm) in modo da soddisfare continuamente 
il fabbisogno del cervello, senza però raggiungere con- 
centrazioni di glucosio nel sangue troppo elevate che 
possono avere gravi conseguenze a livello fisiologico. 

I soggetti affetti da diabete mellito insulino-dipendente 
non producono quantità sufficienti dell'ormone insu- 
lina, che serve a ridurre la concentrazione ematica del 
glucosio; se il diabete non viene trattato, la glicemia 
può aumentare notevolmente al di sopra della norma. 
I livelli elevati di glucosio possono essere la causa delle 
tante complicanze del diabete, come lo scompenso re- 


nale, le malattie cardiovascolari, la cecità e la difficoltà 
nella coagulazione. Bisogna quindi somministrare (per 
iniezione) la giusta quantità di insulina per mantenere il 
glucosio nei limiti della norma. Per ottenere un corretto 
bilanciamento tra esercizio fisico, dieta e insulina, è fon- 
damentale controllare la concentrazione del glucosio nel 
sangue varie volte al giorno e somministrare la quantità 
appropriata di insulina. 

La concentrazione di glucosio nel sangue e nelle urine 
può essere determinata con un semplice metodo basato 
sulla reazione di Fehling per gli zuccheri riducenti, che 
è stato per molti anni il metodo di elezione per la dia- 
gnosi di diabete. I metodi moderni richiedono appena 
una goccia di sangue, che viene aggiunta a un supporto 
contenente l’enzima glucosio ossidasi, che catalizza la 
reazione seguente: 


glucosio ossidasi 
Ria 


p-Glucosio + 0, p-Glucono-3-lattone + H,0, 


> (segue) 
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Box 7.10 (segue) 


Un secondo enzima, una perossidasi, catalizza la reazione 
dell’H,0; con un composto incolore, producendo un com- 
posto colorato che viene misurato con un semplice foto- 
metro; da questa misura si estrapola la concentrazione 
del glucosio nel sangue. 

Poiché i livelli di glucosio ematico variano in funzione 
della dieta e dell’esercizio fisico, una singola misurazione 
non riflette necessariamente la media giornaliera della 
concentrazione del glucosio ematico; quindi aumenti 
pericolosi potrebbero non essere individuati. La media 
della concentrazione ematica del glucosio può essere 
determinata valutando il suo effetto sull’emoglobina, 
la proteina trasportatrice di ossigeno negli eritrociti 
(pagina 171). I trasportatori localizzati sulla membrana 
eritrocitaria equilibrano la concentrazione plasmatica del 
glucosio con quella intracellulare, quindi l’emoglobina 
viene costantemente esposta al glucosio, indipendente- 
mente dalla concentrazione dello zucchero nel sangue. Il 
glucosio e i gruppi amminici primari dell'emoglobina (la 
Val amminoterminale o gli e-amminogruppi dei residui di 
Lys; vedi la Figura 1) reagiscono tramite una reazione non 
enzimatica. La velocità di questo processo è proporzio- 
nale alla concentrazione del glucosio, quindi la reazione 
può essere utilizzata per ottenere informazioni sui valori 
medi della concentrazione ematica del glucosio in lunghi 
periodi (settimane). Ilivelli di emoglobina glicata (GHB) 
riflettono i valori medi della concentrazione del glucosio; 
poiché l’“emivita” dell’eritrocita è di circa 120 giorni, la 
concentrazione di glucosio delle ultime due settimane 
è quella più rilevante per determinare i livelli di GHB. 
La quantità di emoglobina glicata (termine utilizzato 
per distinguere la glicazione dalla glicosilazione, con cui 
si intende il trasferimento enzimatico del glucosio a una 
proteina) viene misurata nella pratica clinica estraendo 
l’emoglobina da un campione di sangue e separando 
elettroforeticamente la GHB dall’emoglobina normale. 
La modificazione dei gruppi amminici altera la carica 
complessiva dell'emoglobina glicata, che può essere così 
separata dall’emoglobina normale. I valori normali di 
GHB si aggirano intorno al 5% dell'emoglobina totale 
(corrispondenti a una glicemia di 120 mg/100 mL). Nei 
soggetti diabetici non trattati, però, la concentrazione del 
GHB può arrivare al 13%, corrispondente a una media 
dei livelli di glucosio di circa 300 mg/100 mL, condizione 
pericolosa tipica del diabete grave non controllato. Uno 
dei criteri per valutare l'efficacia di un programma di 
terapia insulinica (la frequenza della somministrazione 
e la quantità di insulina iniettata) è quello di mantenere 
i valori di GHB al di sotto del 7%. 

Nella reazione di glicazione dell’emoglobina, la prima 
tappa (la formazione di una base di Schiff) è seguita da una 
serie di altre riorganizzazioni strutturali come ossidazioni 
e deidrogenazioni del residuo saccaridico, che producono 
una miscela di composti che sono raggruppati sotto la sigla 
AGE (advanced glycation end products). Questi prodotti 
possono lasciare l’eritrocita e formare legami crociati con 
altre proteine, interferendo con la loro normale funzione 
proteica (Figura 1). Paccumulo di concentrazioni relati- 
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Danni ai reni, alla retina e al sistema cardiovascolare 


Figura 1 La reazione non enzimatica del glucosio con un gruppo 
amminico primario dell'emoglobina inizia con © formazione 

di una base di Schiff, che @ subisce una riorganizzazione 
molecolare, generando un composto stabile; ® ciclizzazione della 
chetoammina con produzione di emoglobina glicata (GHB); 

© attraverso altre reazioni sono generati prodotti finali altamente 
glicati (AGE), come la £-N-carbossimetillisina e il metilgliossale, che 
possono @ danneggiare altre proteine attraverso la formazione di 
legami trasversali e inducendo modificazioni patologiche. 


vamente alte di AGE nei soggetti diabetici può causare, 
attraverso la formazione di questi legami crociati con al- 
cune proteine, danni ai reni, alla retina e al sistema car- 
diovascolare. Questo processo patogenico costituisce un 
potenziale bersaglio dell’azione di alcuni farmaci. 
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Figura 7.10 Formazione del maltosio. Un disaccaride si forma 
da due monosaccaridi (qui, due molecole di p-glucosio) quando 
un gruppo alcolico (—OH) di una molecola di glucosio (a destra) 
condensa con l'emiacetale intramolecolare dell'altra molecola di 
glucosio (a sinistra), con eliminazione di una molecola di acqua e 
formazione del legame glicosidico. L'inverso di questa reazione è 


e ldisaccaridi contengono un legame glicosidico 
I disaccaridi (come il maltosio, il lattosio e il saccarosio) 
sono costituiti da due monosaccaridi uniti da un legame 
O-glicosidico, che si forma quando un gruppo ossidrili- 
co di uno zucchero reagisce con l'atomo di carbonio ano- 
merico dell’altro zucchero (Figura 710). Questa reazione 
rappresenta la formazione di un acetale da un emiaceta- 
le (il glucopiranosio) e da un alcol (il gruppo ossidrilico 
della seconda molecola di zucchero) (vedi la Figura 75). 
Il composto così generato è chiamato glicoside. I legami 
glicosidici sono facilmente idrolizzati dagli acidi, ma sono 
resistenti all’azione delle basi. Quindi i disaccaridi posso- 
no essere idrolizzati nei loro monomeri liberi mediante 
bollitura in una soluzione contenente un acido diluito. 
Il legame N-glicosidico unisce il carbonio anomerico di 
uno zucchero con un atomo di azoto nelle glicoproteine 
(vedi la Figura 730) e nei nucleotidi (vedi la Figura 8.1). 

L’ossidazione di uno zucchero da parte di ioni ramei- 
ci (la reazione che identifica uno zucchero riducente) av- 
viene solo con la forma lineare, che è in equilibrio con la 
forma o le forme cicliche. Quando il carbonio anomerico è 
impegnato in un legame glicosidico (cioè quando il compo- 
sto è un acetale o un chetale completo; vedi la Figura 7.5), 
l’interconversione tra le forme cicliche e quelle lineari mo- 
strata nella Figura 7.6 non può avvenire. Poiché il carbonio 
carbonilico viene ossidato solamente quando lo zucchero è 
presente nella sua forma lineare, la formazione di un lega- 
me glicosidico rende lo zucchero resistente all’ossidazione 
e quindi non riducente. Nei disaccaridi o polisaccaridi, l’e- 
stremità di una catena con un carbonio anomerico libero 
(non coinvolto nel legame glicosidico) viene di solito chia- 
mata estremità riducente della catena. 

Il disaccaride maltosio (Figura 7.10) contiene due resi- 
dui di p-glucosio uniti da un legame glicosidico tra l'atomo 


l'idrolisi, cioè l'attacco dell'acqua sul legame glicosidico. La molecola 
del maltosio conserva un emiacetale riducente a livello del C-1 

non coinvolto nel legame glicosidico. Poiché la mutarotazione 
interconverte le forme emiacetaliche a e f, i legami a livello di questa 
posizione sono a volte indicati con linee ondulate per evidenziare che 
la struttura può avere configurazione a o ft. 


di carbonio C-1 (il carbonio anomerico) di un residuo di 
glucosio e il carbonio C-4 dell’altro. Poiché uno degli atomi 
di carbonio anomerici è rimasto libero (il C-1 del glucosio 
sulla destra nella Figura 7.10), il maltosio può essere ossi- 
dato e si comporta da zucchero riducente. La configurazio- 
ne dell’atomo di carbonio anomerico nel legame glicosidi- 
co tra i due residui di p-glucosio è a. La seconda unità di 
glucosio può invece trovarsi nelle forme a- o B-piranosica. 


59 Per assegnare in modo chiaro il nome ai disaccari- 


di riducenti, come il maltosio, e soprattutto agli oligo- 
saccaridi più complessi, si possono seguire alcune rego- 
le. Per convenzione, il nome del composto viene scritto 
con l'estremità non riducente a sinistra e viene costrui- 
to nel seguente modo. (1) Si indica la configurazione 
(a 0 B) dell'atomo di carbonio anomerico che congiunge 
la prima unità (a sinistra) monosaccaridica alla seconda. 
(2) Si attribuisce un nome al monosaccaride non riducen- 
te. Per stabilire se le strutture ad anello sono a cinque o a 
sei membri, viene inserito nel nome di ogni residuo mo- 
nosaccaridico il termine “furanosil” oppure “piranosil”. 
(3) Si indicano tra parentesi i due atomi di carbonio uniti 
dal legame glicosidico con una freccia interposta tra i due 
numeri; per esempio, (1+ 4) indica che il C-1 del primo 
residuo è unito al C-4 del secondo residuo. (4) Si inserisce 
il nome del secondo monosaccaride. Se vi è un terzo resi- 
duo, si descrive ora il secondo legame glicosidico, usando 
la stessa convenzione. (Per semplificare la descrizione di 
un polisaccaride complesso si possono utilizzare abbre- 
viazioni a tre lettere del nome dei monosaccaridi oppure 
simboli colorati (come si vede nella Tabella 7.1). Seguendo 
questa convenzione per la nomenclatura degli oligosacca- 
ridi, il maltosio diventa quindi a-p-glucopiranosil-(1+ 4)- 
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M Tabella 7.1 Simboli e abbreviazioni di alcuni fra i più 
comuni monosaccaridi e di alcuni derivati 


Abequosio Abe Acido glucuronico ® GIcA 
Arabinosio Ara Galattosammina 0] GalN 
Fruttosio Fru Glucosammina N GlcN 
Fucosio 4 Fuc N-Acetilgalattosammina CU] GalNAc 
Galattosio O Gal N-Acetilglucosammina MI GIcNACc 
Glucosio ® Glc Acido iduronico ® IdoA 
Mannosio ® Man Acido muramico Mur 
Ramnosio Rha Acido N-acetilmuramico Mur2Ac 
Ribosio Rib Acido N-acetilneuramminico @& Neu5Ac 
Xilosio * xy (acido sialico) 


Nota: secondo una convenzione largamente usata, gli esosi vengono rappresentati 
da cerchi, le N-acetilesosammine da quadrati e le esosammine come quadrati di- 
visi da una diagonale. Tutti gli zuccheri con la configurazione “gluco” sono in blu, 
quelli con la configurazione “galatto” sono in giallo, e quelli con la configurazione 
“manno” sono in verde. Possono essere aggiunti altri sostituenti: solfato (S), fosfa- 
to (P), O-acetile (OAc), o O-metile (Ome). 


p-glucopiranosio. Poiché la maggior parte degli zuccheri 
che incontreremo in questo testo appartiene alla serie D 
e la forma piranosica è quella prevalente negli esosi, use- 
remo spesso una forma abbreviata del nome formale di 
questi composti, riportando la configurazione del carbo- 
nio anomerico e gli atomi di carbonio impegnati nel le- 
game glicosidico. Con questo sistema abbreviato, il mal- 
tosio diventa Glc(a1-+4)Glc. 


Il disaccaride lattosio (Figura 711), la cui idrolisi pro- 
duce p-glucosio e p-galattosio, è presente nel latte. Il car- 
bonio anomerico del glucosio è accessibile alle ossidazioni 
e quindi il lattosio è un disaccaride riducente. Il suo nome 
abbreviato è Gal(B1-4)Glc. Il saccarosio (lo zucchero da 
tavola) è un disaccaride composto da glucosio e fruttosio 
e viene sintetizzato dalle piante, ma non dagli animali su- 
periori. A differenza del maltosio e del lattosio, il sacca- 
rosio non ha atomi di carbonio anomerici liberi; gli ato- 
mi di carbonio anomerici di entrambe le unità monome- 
riche sono coinvolti nel legame glicosidico (Figura 7.11). 
Il saccarosio è quindi uno zucchero non riducente e la sua 
stabilità nei confronti dell’ossidazione lo rende una mo- 
lecola adatta all’immagazzinamento e al trasporto dell’e- 
nergia nelle piante. Nella forma abbreviata, i simboli che 
specificano i carboni anomerici e le loro configurazioni 
sono connessi da una freccia a doppia punta. Per esempio, 
il nome abbreviato del saccarosio è sia Glc(a1-2p)Fru 
sia Fru (B2—>1a)Glc. Il saccarosio è il principale prodot- 
to intermedio della fotosintesi; in molte piante è la for- 
ma con cui vengono trasportati atomi di carbonio dalle 
foglie alle altre parti vegetali. Il trealosio, Glc(a1 10) 
Glc (Figura 711), un disaccaride formato da due moleco- 
le di p-glucosio che come il saccarosio non è riducente, è 
il principale costituente del fluido circolante degli inset- 
ti (emolinfa) e ha una funzione di riserva energetica. Il 
lattosio conferisce al latte la sua caratteristica dolcezza e 
il saccarosio è, ovviamente, il comune zucchero da tavo- 
la. Il trealosio viene anche utilizzato come dolcificante. Il 
Box 7.2 spiega il modo in cui gli esseri umani percepisco- 
no il sapore dolce e il modo in cui agiscono i dolcificanti 
artificiali come l’aspartame. 
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Figura 7.11 Alcuni disaccaridi comuni. Come il maltosio nella 
Figura 7.10, anche questi composti sono mostrati secondo le formule 
prospettiche di Haworth. Nella figura sono riportati inomi comuni, 
sistematici e le abbreviazioni di ciascun disaccaride. Secondo 

la nomenclatura formale del saccarosio, il glucosio è il glicoside 
parentale, anche se il disaccaride viene generalmente rappresentato 
come nella figura, col glucosio a sinistra. | due simboli abbreviati 
mostrati per il saccarosio sono tra loro equivalenti (=). 


SOMMARIO 7.1 
Monosaccaridi e disaccaridi 

e Gli zuccheri (detti anche saccaridi) sono composti che 
contengono un gruppo chetonico o aldeidico e due o 
più gruppi ossidrilici. 

e I monosaccaridi contengono in genere molti atomi 
di carbonio chiralici: si trovano quindi in varie forme 
stereochimiche, e possono essere rappresentati su un 
piano utilizzando le proiezioni di Fisher. Gli epimeri 
sono zuccheri che differiscono nella configurazione a 
livello di un solo atomo di carbonio. 

® I monosaccaridi formano normalmente emiacetali o 
emichetali interni in cui i gruppi aldeidici o chetonici 
si legano con un gruppo ossidrilico creando una strut- 
tura ciclica; questa può essere rappresentata come una 
formula prospettica di Haworth. l'atomo di carbonio 
che si trova normalmente nel gruppo aldeidico o che- 
tonico (il carbonio anomerico) può assumere le confi- 
gurazioni a e p, che sono interconvertibili per muta- 
rotazione. Nella forma lineare, che è in equilibrio con 
le forme cicliche, il carbonio anomerico può essere fa- 
cilmente ossidato, rendendo il composto uno zucchero 
riducente. 
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e Un gruppo ossidrilico di un monosaccaride può ag- 
giungersi al carbonio anomerico di un secondo mono- 
saccaride per formare un acetale. In questo disaccaride 
il legame glicosidico protegge il carbonio anomerico 
dall’ossidazione, rendendolo uno zucchero non ridu- 
cente. 

e Gli oligosaccaridi sono corti polimeri di molti mono- 
saccaridi legati da legami glicosidici. A un’estremità 
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della catena, l'estremità riducente, vi è un’unità mono- 
saccaridica in cui il carbonio anomerico non è coinvol- 
to in un legame glicosidico. 


e La comune nomenclatura per i disaccaridi o gli oligo- 


saccaridi specifica l'ordine delle unità monosaccaridi- 
che, la configurazione di ogni carbonio anomerico e gli 
atomi di carbonio coinvolti nel legame o nei legami gli- 
cosidici. 


Il dolce è uno dei cinque gusti fondamentali che gli es- 
seri umani sono in grado di percepire (Figura 1); gli altri 
sono l’acido (aspro), l'amaro, il salato e l’umami (che 
in lingua giapponese significa “saporito”, per indicare 
il gusto del glutammato). Il gusto dolce viene identi- 
ficato da recettori proteici presenti sulla membrana 
plasmatica delle cellule gustative localizzate nelle pa- 
pille gustative sulla superficie della lingua. Negli esseri 
umani due geni strettamente correlati (T1R2 e T1R3) 
codificano i recettori del gusto dolce (Figura 2). Quando 
una molecola con una struttura compatibile si lega a siti 
presenti sul dominio extracellulare di questi recettori 
delle cellule gustative, viene innescata una cascata di 
eventi all’interno della cellula (compresa l’attivazione 
di una proteina che lega il GTP; vedi la Figura 12.42) 
che portano alla generazione di un segnale elettrico 
che viene inviato al cervello, dove è interpretato come 
“dolce”. Durante l’evoluzione probabilmente c’è stata 
una selezione che ha sviluppato la capacità di identifi- 
care molecole o composti presenti nei cibi contenenti 
importanti nutrienti, come i carboidrati, che costitui- 
scono il principale combustibile chimico per la mag- 
gior parte degli organismi. Molti zuccheri semplici, fra 
i quali il saccarosio, il glucosio e il fruttosio, hanno un 
gusto dolce, ma ci sono anche altre classi di composti 
che si legano ai recettori del dolce: gli amminoacidi 
glicina, alanina e serina sono mediamente dolci e in- 
nocui; il nitrobenzene e il glicole etilenico hanno un 
forte sapore dolce ma sono tossici. (Per un notevole 
mistero della medicina riguardante l’avvelenamento 
da glicole etilenico vedi il Box 18.2.) Molti prodotti na- 
turali sono straordinariamente dolci: lo stevioside, un 


Figura 1 Un forte stimolo per i recettori del gusto dolce. 


derivato dello zucchero isolato dalle foglie della pianta 
di stevia (Stevia rebaudiana Berton), è centinaia di volte 
più dolce di un equivalente quantitativo di saccarosio 
(il comune zucchero da tavola) e la piccola proteina 
brazzeina, isolata dalle bacche della pianta rampicante 
Oubli (Pentadiplandra brazzeana Baillon) in Gabon e 
in Camerun, è 17 000 volte più dolce del saccarosio su 
base molare. Il sapore dolce delle bacche della pianta 
presumibilmente ne incoraggia il consumo da parte 
degli animali che poi spargono i semi su una vasta area 
permettendo così la crescita di nuove piante. 

C'è un grande interesse nello sviluppo di nuovi dolci- 
ficanti artificiali per favorire la riduzione del peso cor- 
poreo, cioè composti che conferiscono ai cibi un sapore 
dolce senza però fornire le calorie addizionali presenti 
negli zuccheri. Il dolcificante artificiale aspartame è 
la dimostrazione dell’importanza della stereochimica 
nella biologia (Figura 3). In base a un semplice modello 


Alitame 

Neotame Glucosio 

Aspartame Saccarosio 
Sucralosio Fruttosio 


i LI 


x 


Proteina che lega il GTP 
(attiva) 


Proteina che lega il GTP 
(inattiva) 


Figura 2 La figura mostra il recettore per le sostanze dal gusto 
dolce con le sue regioni di interazione (frecce corte) con i vari 
composti dal gusto dolce indicati. Ciascun recettore ha un dominio 
extracellulare, un dominio ricco di cisteine (CRD), e un dominio di 
membrana con sette eliche transmembrana, caratteristica comune 
dei recettori di segnalazione. | dolcificanti artificiali si legano 
solamente a una delle due subunità dei recettori. Gli zuccheri 
naturali si legano invece a entrambe. Per le strutture di molti di 
questi dolcificanti artificiali vedi il Capitolo 1, Problema 14. 

> (segue) 
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Box 4.3’ (segue) 


di legame al recettore del gusto dolce, il processo coin- 
volge tre siti: AH*, B” e X. Il sito AH* contiene alcuni 
gruppi (un alcol o un'ammina) che possono formare un 
legame idrogeno con un gruppo con una parziale carica 


Sensazione Sensazione D.L- 
n . >, 
di dolce di amaro o (R,S)- 
aspartame 
T1R2 a L- P 
0 (5,5)- 
aspartame 


Figura 3 Le basi stereochimiche del sapore diverso di due 
stereoisomeri dell'aspartame. 


Polisaccaridi 


La maggior parte dei carboidrati è presente in natura nella 
forma di polisaccaridi, polimeri con una massa molecolare 
molto elevata (M, > 20 000). I polisaccaridi, chiamati anche 
glicani, differiscono tra loro per il tipo di unità monosacca- 
ridica ricorrente, per la lunghezza della catena, per il tipo di 
legame glicosidico che unisce le unità e per il grado di rami- 
ficazione. Gli omopolisaccaridi contengono soltanto un ti- 
po di unità monomerica; gli eteropolisaccaridi sono formati 
da due o più tipi di unità monomeriche (Figura 712). Alcu- 
ni omopolisaccaridi sono utilizzati come riserva di unità mo- 
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Figura 7.12 Omo- ed eteropolisaccaridi. | polisaccaridi possono 
essere composti da uno, due o più tipi di monosaccaridi, disposti in 
catene lineari o ramificate di varia lunghezza. 


CAPITOLO 7 
Carboidrati e glicobiologia 263 


negativa, come per esempio un ossigeno carbonilico, 
sulla molecola dolcificante. Il gruppo carbossilico dell’a- 
spartame contiene questo tipo di ossigeno. Il sito B_ 
contiene un gruppo con un atomo di ossigeno parzial- 
mente negativo pronto a formare un legame idrogeno 
con un atomo con una carica parzialmente positiva sulla 
molecola dolcificante, come per esempio il gruppo ben- 
zenico dell'aspartame. 

Quando l’accoppiamento sterico è corretto, come nel 
caso mostrato nella Figura 3 a sinistra, il recettore del 
sapore dolce viene stimolato e il segnale “dolce” viene 
trasferito al cervello. Se, invece, l'accoppiamento non 
avviene nel modo corretto, come nel caso mostrato nella 
Figura 3 a destra, il recettore del dolce non viene sti- 
molato. Infatti, in questo caso viene stimolato un altro 
recettore (quello dell’amaro) da parte dello stereoiso- 
mero “sbagliato” dell'aspartame. Lo stereoisomerismo 
conta davvero! 


nomeriche, che a loro volta sono sostanze nutrienti; l’amido 
e il glicogeno sono esempi di questo tipo di omopolisaccari- 
di. Altri omopolisaccaridi (per esempio, la cellulosa e la chi- 
tina) sono invece elementi strutturali nelle pareti cellulari 
delle piante e nell’esoscheletro degli animali. Gli eteropoli- 
saccaridi forniscono un supporto extracellulare in qualsiasi 
tipo di organismo. Per esempio, lo strato rigido dell’involu- 
cro cellulare dei batteri (il peptidoglicano) è costituito da un 
eteropolisaccaride contenente un’alternanza di unità mono- 
saccaridiche (vedi la Figura 20.30). Nei tessuti degli animali 
lo spazio extracellulare è occupato da diversi tipi di eteropo- 
lisaccaridi, che formano una matrice che tiene unite le cel- 
lule e conferisce protezione, forma e supporto meccanico a 
cellule, tessuti e organi. 

A differenza delle proteine, i polisaccaridi non hanno 
in genere una massa molecolare definita. Questa differen- 
za dipende dai diversi meccanismi di costruzione dei due 
tipi di polimeri. Come vedremo nel Capitolo 27, le protei- 
ne sono sintetizzate su uno stampo (RNA messaggero) con 
una sequenza e una lunghezza definite mediante enzimi 
che copiano esattamente lo stampo. Per la sintesi dei poli- 
saccaridi non esiste uno stampo; il programma di sintesi è 
intrinseco agli enzimi che catalizzano la polimerizzazione 
delle unità monomeriche e non c’è uno specifico punto di 
interruzione nel processo sintetico, rendendo così i pro- 
dotti diversi tra loro in lunghezza. 


e Alcuni omopolisaccaridi rappresentano una forma 
di riserva di combustibile 

I polisaccaridi di riserva più importanti sono l’amido nel- 
le piante e il glicogeno negli animali. Entrambi si trovano 
all’interno delle cellule sotto forma di granuli. Pamido e il 
glicogeno sono molecole fortemente idratate, in quanto i 
loro gruppi ossidrilici formano legami idrogeno con l’ac- 
qua. La maggior parte degli organismi vegetali può sinte- 
tizzare amido (vedi la Figura 20.2). La riserva di amido è 
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Figura 7.13 Glicogeno e amido. (a) Un corto segmento di amilosio, 
un polimero lineare formato da residui di p-glucosio uniti da legami 
(a1-4). Una singola catena può contenere parecchie migliaia di 
residui di glucosio. L'amilopectina è costituita da tratti di residui uniti 

in modo analogo tra i punti di ramificazione. Il glicogeno ha la stessa 
struttura di base, ma con più ramificazioni rispetto all'amilopectina. 

(b) Un punto di ramificazione (a1-6) del glicogeno o 
dell'amilopectina. (c) Un insieme costituito da amilosio e amilopectina, 


particolarmente abbondante nei tuberi, per esempio nel- 
le patate e nei semi. 

L’amido contiene due polimeri del glucosio, l’amilo- 
sio e l’amilopectina (Figura 7.13). Lamilosio è costituito 
da due lunghe catene non ramificate di residui di p-gluco- 
sio, uniti da legami (a1+ 4), come nel maltosio. Tali ca- 
tene variano in peso molecolare da poche migliaia a qual- 
che milione. Anche le amilopectine hanno un elevato pe- 
so molecolare (fino a 200 milioni) ma, a differenza dell’a- 
milosio, sono altamente ramificate. Il legame glicosidico 
che unisce residui successivi di glucosio nell’amilopectina 
è (01 4). Le ramificazioni, che intervengono ogni 24-30 
residui, iniziano con legami (al 6). 

Il glicogeno è il polisaccaride di riserva più impor- 
tante negli animali. Come l’amilopectina, è un polimero 
formato da residui di glucosio, legati con legami (a1> 4) 
con ramificazioni che originano da legami (a1+ 6). Il gli- 
cogeno è più ramificato (in media ogni 8-12 residui) e più 
compatto dell’amido. Questo polisaccaride è particolar- 
mente abbondante nel fegato, dove può arrivare a costi- 
tuire il 7% del peso umido dell’organo, ma è presente an- 
che nel muscolo scheletrico. Negli epatociti il glicogeno si 
trova sotto forma di grossi granuli, che sono a loro volta 
costituiti da un insieme di granuli più piccoli, contenenti 
singole molecole di glicogeno altamente ramificate con un 
peso molecolare di diversi milioni. Tali granuli di glicogeno 


nella forma che potrebbe essere presente nei granuli di amido. 
Filamenti di amilopectina (in nero) formano strutture a doppia elica, 
avvolgendosi tra loro o con catene di amilosio (in blu). L'amilopectina 
ha numerosi punti di ramificazione (01—>6, in rosso). | residui di 
glucosio a livello delle estremità non riducenti delle ramificazioni 
vengono rimossi enzimaticamente durante l'utilizzazione 
(mobilizzazione) dell'amido per la produzione di energia. Il glicogeno 
ha una struttura simile, ma più ramificata e più compatta. 


contengono anche, fortemente legati, gli enzimi deputati 
alla sintesi e alla degradazione del polimero. 

Poiché ogni ramificazione della molecola di glicogeno 
termina con un residuo non riducente, ogni molecola di 
glicogeno avrà n ramificazioni e n + 1 estremità non ridu- 
centi, ma una sola estremità riducente. Quando il glicoge- 
no viene utilizzato come riserva di energia, le unità di glu- 
cosio vengono rimosse una alla volta dalle estremità non 
riducenti. Gli enzimi degradativi agiscono sulle estremi- 
tà non riducenti e, operando simultaneamente a livello di 
molte estremità, aumentano la velocità di conversione del 
polimero in monosaccaridi. 

Perché, invece del glicogeno, non viene immagazzi- 
nato il glucosio libero? È stato calcolato che la concen- 
trazione del glicogeno negli epatociti equivale a una con- 
centrazione di monosaccaride pari a circa 0,4 m. Invece 
la concentrazione intracellulare del glicogeno, che è in- 
solubile, è intorno a 0,01 wm e contribuisce molto poco 
all’osmolarità del citosol. Se nella cellula la concentrazio- 
ne del glucosio fosse 0,4 m, l’osmolarità sarebbe talmen- 
te elevata da causare l’ingresso di una quantità di acqua 
che potrebbe provocare la rottura della cellula (vedi la 
Figura 2.13). Inoltre, se la concentrazione intracellulare 
di glucosio fosse di 0,4 m e la concentrazione esterna pari 
a 5 mm (corrispondente alla concentrazione ematica del 
glucosio nei mammiferi), l’energia libera per il trasporto 
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del glucosio nella cellula contro un gradiente di concen- 
trazione così alto sarebbe proibitiva. 

I destrani sono polisaccaridi presenti nei batteri e 
nei lieviti, anch'essi costituiti da molecole di poli-p-gluco- 
sio unite da legami (al> 6); tutti hanno ramificazioni 
(a1-3) e alcuni anche ramificazioni (a1> 2) 0 (a1-4). 
La placca dentaria, che si forma per azione di batteri che 
crescono sulla superficie dei denti, è ricca di questi poli- 
saccaridi che sono molecole molto adesive e permettono ai 
batteri di aderire sia ai denti sia gli uni agli altri. I destrani 
sono anche una fonte di glucosio per il metabolismo bat- 
terico. I destrani sintetici sono presenti in svariati prodotti 
commerciali (per esempio la resina detta Sephadex), uti- 
lizzati per la separazione delle proteine con la tecnica del- 
la cromatografia per esclusione molecolare (vedi la Figura 
3.17b). In questi prodotti commerciali i destrani vengono 
uniti tra loro da legami crociati, formando un materiale in- 
solubile con diversi gradi di porosità che permette il pas- 
saggio di molecole di differenti grandezze. 


e Alcuni polisaccaridi hanno ruoli strutturali 

La cellulosa, una fibra resistente e insolubile in acqua, si 
trova nelle cellule delle pareti dei vegetali e particolarmente 
negli steli, nei tronchi e in tutte le parti legnose delle pian- 
te. La cellulosa costituisce gran parte del legno, e il cotone 
è cellulosa praticamente allo stato puro. Come l’amilosio, 
la cellulosa è un omopolisaccaride lineare non ramificato, 
contenente da 10 000 a 15 000 molecole di p-glucosio. Nella 
cellulosa i residui di glucosio hanno però una configurazio- 
ne f} (Figura 714), mentre nell’amilosio la configurazione è 
a. I residui di glucosio nella cellulosa sono uniti da legami 
(B1->4), mentre nell’amilosio sono (a1-4). Questa diffe- 
renza strutturale conferisce all’amilosio e alla cellulosa la 
proprietà di ripiegarsi in modo differente nello spazio, for- 
nendo loro caratteristiche fisiche e strutture macroscopiche 
molto differenti (vedi più avanti). Per la sua natura dura e 
fibrosa, la cellulosa è fondamentale in alcuni prodotti com- 
merciali quali il cartone e il materiale isolante ed è il prin- 
cipale componente del cotone e del lino. La cellulosa costi- 
tuisce anche il materiale di partenza per la produzione del 
cellophane e del rayon, la seta artificiale. 

Il glicogeno e l’amido ingeriti con la dieta vengono idro- 
lizzati dalle a-amilasi e dalle glicosidasi, enzimi presenti nel- 
la saliva e nell'intestino che scindono il legame glicosidico 
(a1+ 4) tra i residui di glucosio. La maggior parte degli ani- 
mali tuttavia non può utilizzare la cellulosa come combusti- 
bile alimentare, perché essi non possiedono enzimi capaci 


Unità di p-glucosio unite con legami (B1-4) 


Figura 7.14 Struttura della cellulosa. Due unità di una catena di 
cellulosa; i residui di p-glucosio sono uniti da legami (B1->4). Le rigide 
strutture a sedia sono relativamente libere di ruotare l'una rispetto 
all'altra. 
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di idrolizzare il legame (B1+ 4). Le termiti digeriscono la 
cellulosa (quindi il legno) solo perché nel loro intestino è 
presente il microrganismo simbiotico Trichonympha, che se- 
cerne la cellulasi, l'enzima che idrolizza il legame (B1-4). 
Anche i funghi che crescono sul legno in putrefazione e al- 
cuni batteri sintetizzano la cellulasi (Figura 715). Alcuni 
studi di genetica molecolare hanno dimostrato che i geni 
che codificano gli enzimi che degradano la cellulosa sono 
presenti nel genoma di una vasta gamma di animali inver- 
tebrati, compresi gli artropodi e i nematodi. Esiste un’'im- 
portante eccezione all’assenza della cellulasi nei vertebrati: 
gli animali ruminanti come i bovini e gli ovini (pecore e ca- 
pre) hanno nel rumine (il primo dei quattro compartimenti 
in cui è suddiviso il loro stomaco) microrganismi simbion- 
ti che sono in grado di idrolizzare la cellulosa permettendo 
all’animale di degradare il polisaccaride ingerito quando la 
dieta è costituita da erba fresca, ma non da piante legno- 
se. La fermentazione nel rumine forma acetato, propinato 
e -idrossibutirrato, che gli animali utilizzano poi per sin- 
tetizzare gli zuccheri presenti nel loro latte (pagina 575). 
La biomassa (come l’erba foraggera) è ricca di cellulo- 
sa e può essere utilizzata come materiale di partenza per 
la fermentazione dei carboidrati a etanolo, che può essere 
impiegato come additivo della benzina. Se la produzione 
annuale di biomassa sulla Terra (dovuta principalmente 
agli organismi fotosintetici) venisse interamente converti- 
ta in etanolo dalla fermentazione, corrisponderebbe all’e- 
quivalente energetico di circa un milione di miliardi di ba- 
rili di petrolio greggio. A causa del loro potenziale utiliz- 
zo nella conversione della biomassa in etanolo, gli enzimi 
che degradano la cellulosa, come la cellulasi, sono al cen- 
tro dell’attenzione di molte ricerche. I complessi sopramo- 
lecolari chiamati cellulosomi, trovati sulla superficie ester- 
na del batterio Clostridium cellulolyticum, comprendono la 


Figura 7.15 Demolizione della cellulosa da parte di 
Trichonympha, un protista presente nell'intestino delle termiti 
che si cibano di legno. Il Trichonympha produce l'enzima cellulasi, 
che rompe i legami glicosidici (B1-4) della cellulosa; il legno diventa 
quindi una fonte di zucchero (glucosio) metabolizzabile dal protista e 
dalla termite. Molti invertebrati possono digerire la cellulosa, mentre 
solamente pochi vertebrati sono in grado di utilizzare la cellulosa (i 
ruminanti, come i bovini, le pecore e le capre). | ruminanti sono in 
grado di usare la cellulosa poiché il primo dei quattro compartimenti 
in cui è diviso il loro stomaco (chiamato rumine) contiene batteri e 
protisti che secernono cellulasi. 
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(b) 


subunità catalitica della cellulasi insieme a proteine che 
legano una o più molecole di cellulasi sulla superficie bat- 
terica e una subunità che lega la cellulosa posizionandola 
nel sito catalitico dell'enzima. 

La parte più rilevante della biomassa fotosintetica è 
costituita dalla porzione legnosa delle piante e degli albe- 
ri, comprendente la cellulosa e diversi altri polimeri deri- 
vati dai carboidrati che non sono facilmente digeribili sia 
chimicamente sia biologicamente. Le lignine, per esem- 
pio, rappresentano circa il 30% della massa del legno. Es- 
se vengono sintetizzate da precursori come la fenilalanina 
e il glucosio e sono polimeri complessi uniti alla cellulosa 
da legami trasversali covalenti che riducono molto la dige- 
ribilità della cellulosa da parte della cellulasi. Se si dovesse 
utilizzare la biomassa delle piante legnose per la produzio- 
ne di etanolo, bisognerebbe trovare prima metodi migliori 
di digestione del legno. 

La chitina è un omopolisaccaride formato dalla suc- 
cessione di residui di N-acetilglucosammina uniti con le- 
gami (B1->4) (Figura 7.16). L’unica differenza chimica con 
la cellulosa è la sostituzione di un ossidrile in posizione 
C-2 con un gruppo acetilico. La chitina forma fibre este- 
se, simili a quelle della cellulosa, e, come la cellulosa, non 
può essere digerita dai vertebrati. La chitina è il principale 
componente dell’esoscheletro di circa un milione di specie 
di artropodi, tra cui insetti, aragoste, granchi, e probabil- 
mente è il secondo polisaccaride più abbondante in natu- 
ra, dopo la cellulosa. Si pensa che ogni anno vengano pro- 
dotte nella biosfera un miliardo di tonnellate di chitina. 


e  Fattoristerici e legami idrogeno influenzano 

il ripiegamento dei polisaccaridi 
Il ripiegamento dei polisaccaridi in strutture tridimensio- 
nali obbedisce agli stessi principi che governano la struttu- 
ra dei polipeptidi: subunità con una struttura più o meno 
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Figura 7.16 Chitina. (a) Un corto segmento di chitina, 
un omopolimero di unità di N-acetil-p-glucosammina 
unite da legami (B1->4). (b) Il coleottero Pelidnota 
punctata ha il dorso (esoscheletro) costituito da chitina. 


rigida determinata da legami covalenti formano strutture 
macromolecolari tridimensionali stabilizzate da interazio- 
ni deboli all’interno o tra le molecole: legami idrogeno e 
interazioni idrofobiche e di van der Waals e, per i polime- 
ri con subunità cariche, anche interazioni elettrostatiche. 
Poiché i polisaccaridi possiedono molti gruppi ossidrilici, 
i legami idrogeno hanno una particolare importanza nel 
determinare la loro struttura. Il glicogeno, l’amido e la cel- 
lulosa sono composti da subunità piranosiche (con anelli a 
sei membri), come gli oligosaccaridi, le glicoproteine e i gli- 
colipidi che verranno trattati in seguito. Queste molecole 
possono essere rappresentate come una serie di anelli pira- 
nosici rigidi, uniti da un atomo di ossigeno, che fa da ponte 
tra due atomi di carbonio (legame glicosidico). In linea di 
principio c’è libera rotazione intorno ai legami C—O che 
legano due residui (Figura 7.14), ma, come nei polipepti- 
di (vedi le Figure 4.2, 4.9), la rotazione attorno a ciascun 
legame è limitata dall’ingombro sterico dei sostituenti. La 
struttura tridimensionale di queste molecole può essere 
descritta in termini di angoli diedrici, $ e w, intorno al le- 
game glicosidico (Figura 7.17), analoghi agli angoli $ e w 
del legame peptidico (vedi la Figura 4.2). 

Fingombro dell’anello piranosico e dei suoi sostituenti, 
e gli effetti elettronici del carbonio anomerico, impongono 
limitazioni agli angoli © e y; quindi alcune conformazioni 
sono molto più stabili di altre, come risulta dalla mappa del- 
le energie in funzione di è e y (Figura 718). 

La struttura tridimensionale più stabile per le catene 
di amido e di glicogeno contenenti legami (a1-4) è quel- 
la di un'elica fortemente avvolta (Figura 719), stabilizzata 
da legami idrogeno intracatena. Nell’amilosio (senza rami- 
ficazioni) la struttura è sufficientemente regolare, tanto da 
permettere la cristallizzazione e quindi la determinazione 
della struttura ai raggi X. Il piano di ciascun residuo lungo 
la catena dell’amilosio forma un angolo di 60° col piano del 
residuo precedente; quindi l’elica contiene sei residui per 
giro. Nell’amilosio, la parte centrale interna della struttura 
ha le dimensioni adatte ad alloggiare lo iodio, sotto forma 
di ioni complessi I} 0 I5 , formando un composto che ha un 
colore blu intenso. Su questa interazione con lo iodio si ba- 
sa un dosaggio qualitativo per l’amilosio. 
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Figura 7.17 Conformazione a livello dei legami glicosidici di 
cellulosa, amilosio e destrano. | polimeri sono rappresentati come 
anelli piranosici rigidi, uniti da legami glicosidici, intorno ai quali è 
possibile una libera rotazione. Si noti che nel destrano è possibile 
anche la rotazione libera intorno al legame tra il C-5 e il C-6 [angolo di 
torsione w (omega)]. 


(a) 


Figura 7.18 Mappa delle conformazioni favorite negli 
oligosaccaridi e nei polisaccaridi. Gli angoli di torsione peg 

(vedi la Figura 7.17), che definiscono le relazioni spaziali tra angoli 
adiacenti, possono, in linea di principio, assumere valori compresi 
tra 0° e 360°. In realtà, alcuni angoli di torsione darebbero luogo a 
conformazioni stericamente impossibili, mentre altri danno luogo a 
conformazioni stabilizzate dal maggior numero di legami idrogeno. 
(a) Quando l'energia relativa (2) viene riportata in funzione dei valori 
di ciascuno dei due angoli $ e y e nella mappa dell'“isoenergia” 
(“stessa energia”) viene utilizzata una scala con intervalli di 
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Per la cellulosa, la conformazione più stabile è quella 
nella quale ciascun residuo con struttura a sedia è ruota- 
to di 180° rispetto ai suoi vicini, dando luogo a una catena 
lunga ed estesa. Tutti i gruppi —OH sono disponibili per 
la formazione di legami idrogeno con catene vicine. Mol- 
te catene si affiancano e si forma così una rete di legami 
idrogeno intra- e intercatena, che produce fibre sopramo- 
lecolari stabili allungate, ma molto resistenti alla tensione 
(Figura 7.20). Le proprietà della cellulosa sono state uti- 
lizzate dall’uomo per millenni, per esempio per la produ- 
zione di papiri, carta, cartone, rayon, pannelli isolanti e 
altri prodotti, tutti derivati da questo polisaccaride. Que- 
sti prodotti hanno un basso contenuto di acqua, perché il 
gran numero di legami idrogeno che si formano tra le mo- 
lecole di cellulosa esaurisce la loro capacità di formarne 
altri con il solvente. 


e  Lepareticellulari dei batteri e delle alghe contengono 
eteropolisaccaridi strutturali 

Il componente rigido della parete batterica (peptidoglica- 
no) è un eteropolimero formato da una successione di re- 
sidui di N-acetilglucosammina e acido N-acetilmuramico 
uniti con legami (B1->4) (vedi la Figura 20.30). I polime- 
ri lineari giacciono l’uno accanto all’altro nella parete cel- 
lulare, legati tra loro da piccoli peptidi, la cui struttura di- 
pende dalla specie batterica. Questi legami crociati formati 
dai peptidi uniscono le catene polisaccaridiche in un’unica 
struttura (peptidoglicano) che avvolge l’intera cellula, im- 
pedendone così il rigonfiamento e la lisi dovuti all’entra- 
ta dell’acqua per osmosi. Il lisozima è un enzima che ucci- 
de i batteri idrolizzando il legame glicosidico (B1-4) tra 
Y’N-acetilglucosammina e l’acido N-acetilmuramico (vedi 
la Figura 6.27). Il lisozima è presente nelle lacrime degli 


@® dj = 30°,-40° 


(b) @® db = -170°,-170° 


1 kcal/mole, a partire dal livello corrispondente allo stato di energia 
minima, si ottiene un'immagine delle conformazioni preferite. Il 
grafico è analogo al diagramma di Ramachandran per i peptidi 

(vedi le Figure 4.3 e 4.9). (b) Le due conformazioni del disaccaride 
Gal(R1-3) Gal con livelli energetici estremi, i cui valori ricadono nel 
grafico a lato (a) nelle posizioni corrispondenti ai cerchi in rosso e in 
blu. In rosso è indicata la conformazione meno favorita, in blu quella 
più favorita. Le conformazioni note dei tre polisaccaridi mostrati nella 
Figura 7.17 sono state determinate con la cristallografia ai raggi X, e 
cadono nelle regioni della mappa a più basso livello energetico. 
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Figura 7.19 Struttura a elica dell’amido (amilosio). (a) Nella conformazione più 
stabile, in cui tutti i residui monosaccaridici adiacenti presentano una struttura rigida 

a sedia, la catena polisaccaridica è ripiegata, invece che lineare come nella cellulosa 
(vedi la Figura 7.14). (b) Modello di un segmento di amilosio; sono stati omessi i gruppi 
ossidrilici di tutti i residui di glucosio, eccetto che in un solo residuo. Si confrontino i 
due residui colorati in rosa con la struttura riportata in (a). La conformazione dei legami 
(a1-4) nell'amilosio, nell'amilopectina e nel glicogeno obbliga questi polimeri ad 
assumere strutture compatte, avvolte a elica, che generano i granuli densi di amido o di 


glicogeno, osservabili in molti tipi di cellule (vedi la Figura 20.2). 


esseri umani, presumibilmente come difesa contro le in- 
fezioni batteriche dell’occhio, e viene anche prodotto da 
alcuni virus batterici, che lo utilizzano per abbandonare la 
cellula batterica ospite, una tappa essenziale del loro ciclo 
di infezione. La penicillina e gli antibiotici a essa correlati 
uccidono le cellule batteriche, impedendo la sintesi dei le- 
gami crociati; le cellule batteriche prive della parete vanno 
incontro a lisi osmotica (vedi pagina 232). 

Alcune alghe rosse marine hanno pareti cellulari che 
contengono l’agar, una miscela di eteropolisaccaridi sol- 
forati composti da p-galattosio e derivati dell’r-galattosio, 
uniti tra loro da legami etere tra il C-3 e il C-6. Pagar è 
formato da una miscela complessa di polisaccaridi simi- 
li, diversamente sostituiti con gruppi solforici e con resi- 
dui di piruvato. L’agarosio (M, —150 000) è il componente 
dell’agar con meno gruppi carichi (solfati, piruvati) (Figu- 
ra 7.21). Esso forma facilmente un gel, una proprietà che 
viene sfruttata nel laboratorio biochimico. Quando una so- 
spensione di agarosio in acqua viene riscaldata e subito raf- 
freddata, il polisaccaride forma una doppia elica: due mo- 
lecole orientate parallelamente si avvolgono in strutture 


HO 
CHSOH 0, 
3 OH |; 


Agarosio 
ripetizioni 3)p-Gal(B1-4)3,6-anidro-L-Gal2S(a1 
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Figura 7.20 Catene di cellulosa. Disegno in scala 
di due segmenti paralleli di catene di cellulosa, 

che mostrano la conformazione reale dei residui di 
p-glucosio e i legami idrogeno trasversali. Nell'unità 
di esosio in basso a sinistra sono mostrati tutti gli 
atomi di idrogeno; nelle altre tre unità gli atomi 

di idrogeno legati ad atomi di carbonio sono stati 
omessi per una maggiore chiarezza, in quanto non 
partecipano ai legami idrogeno. 


elicoidali a tre residui; alcune molecole d’acqua rimangono 
intrappolate nella cavità centrale. Queste strutture si asso- 
ciano l’una con l’altra formando un gel, cioè una matrice 
tridimensionale che intrappola grandi quantità di acqua. 
I gel di agarosio vengono usati come supporti inerti per la 
separazione elettroforetica degli acidi nucleici, una tappa 
essenziale nel processo di sequenziamento del DNA (pa- 
gina 312). Lagar viene anche usato per formare superfici 
su cui far crescere colonie batteriche e viene commercia- 
lizzato per la produzione di capsule contenenti vitamine 
e farmaci. L’agar si scioglie facilmente nello stomaco ed è 
metabolicamente inerte. 


e Iglicosamminoglicani sono eteropolisaccaridi 
della matrice extracellulare 

Lo spazio extracellulare dei tessuti degli organismi pluri- 
cellulari è riempito di un materiale gelatinoso, la matrice 
extracellulare (ECM), chiamata anche sostanza basale, 
che tiene insieme le cellule e contiene pori intercomuni- 
canti per la diffusione di sostanze nutrienti e dell’ossige- 
no alle singole cellule. La matrice extracellulare che cir- 


Figura 7.21 La struttura dell’agarosio. Le unità che si ripetono 
sono costituite da p-galattosio unito con un legame (B1-4) al 
3,6-anidro-1-galattosio (in cui un legame etere collega il C-3 al C-6). 
Queste unità sono unite mediante legami glicosidici (a1->3) e 
formano un polimero lungo da 600 a 700 residui. Una piccola frazione 
dei residui di 3,6-anidrogalattosio possiede un gruppo solfato 
esterificato al C-2 (come mostrato nella figura). Le parentesi aperte 
presenti all'interno dei nomi sistematici indicano che l'unità ripetitiva 
si estende da entrambe le estremità. 
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conda i fibroblasti e altre cellule connettive è composta 
da un intreccio di eteropolisaccaridi e di proteine fibrose, 
come le fibrille del collageno, le elastine e le fibronettine. 
La membrana basale è una forma specializzata di matrice 
extracellulare che separa gli epiteli dal tessuto connetti- 
vo; essa è costituita da collageno, laminina ed eteropoli- 
saccaridi. Gli eteropolisaccaridi, i glicosamminoglicani, 
sono una famiglia di polimeri lineari, composti da unità 
disaccaridiche che si ripetono (Figura 7.22). Essi si trova- 
no solo negli animali e nei batteri, ma non nelle piante. 
Uno dei due monosaccaridi che compongono l’unità di- 
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saccaridica è sempre l’N-acetilglucosammina o l’N-acetil- 
galattosammina. Nella maggioranza dei casi l’altra unità è 
un acido uronico, in genere l’acido p-glucuronico o l’aci- 
do L-iduronico. Alcuni glicosamminoglicani contengono 
gruppi solforici esterificati. La combinazione dei gruppi 
solfato e dei gruppi carbossilici dell'acido uronico con- 
ferisce ai glicosamminoglicani una forte densità di cari- 
che negative. Per ridurre al minimo la forza repulsiva tra 
gruppi vicini carichi negativamente, queste molecole in 
soluzione assumono una conformazione estesa, forman- 
do strutture bastoncellari elicoidali, in cui le cariche ne- 
gative dei gruppi carbossilici si trovano alternate su lati 
opposti dell’elica (come mostrato per l’eparina nella Fi- 
gura 722). Anche la forma estesa a bastoncello contribui- 
sce a tener separate le cariche negative dei gruppi solfo- 
rici. La caratteristica successione dei residui saccaridici 
solforati e non solforati costituisce un segnale per il rico- 
noscimento da parte di proteine che si legano elettrosta- 
ticamente a queste molecole. I glicosamminoglicani sol- 
forati legano le proteine extracellulari e formano i pro- 
teoglicani (Sezione 73). 

Il glicosamminoglicano ialuronano (acido ialuroni- 
co) contiene residui alternati di acido p-glucuronico e di 
N-acetilglucosammina (Figura 7.22). Questa unità disac- 
caridica si ripete fino a 50 000 volte e il peso molecolare 
dello ialuronano può essere di vari milioni. Il polimero for- 
ma soluzioni chiare e altamente viscose, che fungono da 
lubrificanti nel liquido sinoviale delle articolazioni; inol- 
tre conferisce all’umor vitreo dell’occhio dei vertebrati la 
tipica consistenza gelatinosa (dal greco hyalos, “vetro”; in- 
fatti lo ialuronano può avere un aspetto vitreo trasparen- 
te). Lo ialuronano è anche un componente della matrice 
extracellulare della cartilagine e dei tendini, a cui confe- 
risce resistenza alla tensione ed elasticità, grazie a intera- 
zioni con altri componenti della matrice. La ialuronidasi, 
un enzima secreto da alcuni batteri patogeni, può idroliz- 
zare i legami dello ialuronano, rendendo il tessuto più su- 
scettibile all’invasione batterica. In molte specie, un enzi- 


Figura 7.22 Unità ripetitive di alcuni glicosamminoglicani della 
matrice extracellulare. | glicosamminoglicani sono copolimeri 
formati da un'alternanza di un acido uronico e di un amminozucchero 
(il cheratan solfato è un'eccezione), esterificati in numerose posizioni 
con gruppi solforici eccetto che nello ialuronano. | gruppi carbossilici 
e solforici carichi (in rosso nelle formule in prospettiva) conferiscono 
a questi polimeri la loro caratteristica carica negativa. L'eparina, 

che viene usata nella pratica medica, contiene soprattutto acido 
iduronico (IdoA) e una piccola quantità di acido glucuronico (GIcA, 
non mostrato); essa è in genere altamente solforata ed è costituita 

da una serie di molecole di diversa lunghezza. Il modello a spazio 
pieno mostra un segmento di eparina nella struttura che assume in 
soluzione, determinata per spettrometria NMR (PDB ID 1HPN). Gli 
atomi di carbonio dell'acido iduronico solfato sono colorati in blu; 
quelli della glucosammina solfato in verde. Gli atomi di ossigeno e 

di zolfo sono rappresentati nei loro colori standard, rosso e giallo. 

Per chiarezza gli atomi di idrogeno non sono mostrati. L'eparan 
solfato (non mostrato) è simile all'eparina, ma è caratterizzato da una 
proporzione più elevata di GICA e da un numero inferiore di gruppi 
solforici disposti inun modo meno ordinato. 
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ma simile negli spermatozoi idrolizza la membrana esterna 
glicosamminoglicanica che circonda l’ovulo, consentendo 
la penetrazione dello spermatozoo. 

Altri glicosamminoglicani differiscono dallo ialurona- 
no per tre aspetti. In genere sono polimeri più corti, sono 
legati covalentemente a specifiche proteine (proteoglica- 
ni), e una o ambedue le unità monomeriche differiscono 
da quelle dello ialuronano. Il condroitin solfato (dal gre- 
co chondros, “cartilagine”) conferisce resistenza alla ten- 
sione alla cartilagine, ai tendini, ai legamenti e alle pareti 
dell’aorta. Il dermatan solfato (dal greco derma, “pelle”) 
conferisce elasticità alla pelle ed è presente anche nei va- 
si sanguigni e nelle valvole cardiache. In questo polime- 
ro molti dei residui di glucuronato presenti nel condroi- 
tin solfato sono sostituiti dal suo epimero in posizione 5, 
l’r-iduronato (IdoA). 


COO 7 
H 9 OH È OH 

COO7 H 

oH H oH H 

HO H HO H 
H OH H OH 
a-L-Iduronato B-p-Glucuronato 
(IdoA) (GIcA) 


I cheratan solfati (dal greco keras, “corno”) non han- 
no acido uronico e il loro contenuto in solfato è variabile. Si 
trovano nella cornea, nella cartilagine, nelle ossa e in una 
varietà di strutture cornee formate da cellule morte: corna, 
capelli, zoccoli, unghie e artigli. L’eparan solfato (dal gre- 
co hèpar, “fegato”) è prodotto dalle cellule animali e contie- 
ne quantità variabili di zuccheri solforati e non. Le parti sol- 
forate della molecola interagiscono con un gran numero di 
proteine, tra cui i fattori di crescita e i componenti dell’ECM 
e anche vari enzimi e altri fattori presenti nel plasma. L’epa- 
rina è costituita da una parte dell’eparan solfato, derivato 
principalmente dai mastociti (un tipo di leucociti). Lepari- 
na è un agente terapeutico utilizzato per inibire la coagula- 
zione, grazie alla sua capacità di legarsi all’antitrombina. Il 
legame dell’eparina all’antitrombina promuove il legame di 
questa proteina alla trombina, una proteasi essenziale per la 
coagulazione del sangue, inibendola. L'interazione è forte- 
mente elettrostatica. Leparina è la molecola con la più alta 
carica negativa che si conosca (Figura 7.23). In forma puri- 
ficata essa viene aggiunta di routine ai campioni di sangue 
da sottoporre alle analisi cliniche e al sangue da utilizzare 
nelle trasfusioni, per impedirne la coagulazione. 

La Tabella 7.2 riassume la composizione, le proprie- 
tà, i ruoli e la distribuzione dei polisaccaridi trattati nel- 
la Sezione 7.2. 


SOMMARIO 7.2 
Polisaccaridi 

e I polisaccaridi (glicani) servono come riserva di ener- 
gia e come componenti strutturali delle pareti cellulari 
e della matrice extracellulare. 

* Gli omopolisaccaridi come l’amido e il glicogeno sono 
riserve energetiche nelle piante, negli animali e nei 


© 978-88-08-26148-9 


Figura 7.23 Interazione tra un glicosamminoglicano e la sua 
proteina di legame. Sono stati cocristallizzati il fattore di crescita 

1 dei fibroblasti (FGF1), la superficie cellulare del suo recettore e un 
corto segmento di glicosamminoglicano (eparina). La figura mostra 
la struttura del complesso (PDB ID 1E00). Le proteine sono mostrate 
come immagine dalla superficie in cui i colori, rappresentano il 
potenziale elettrostatico: nelle zone in rosso, la carica negativa è 
predominante; nelle zone in blu la carica positiva è predominante. 
L'eparina è mostrata con un modello a palle e bastoncini, con le 
cariche negative -S03 e -COO” disposte sulla superficie blu della 
proteina FGF1. In questo esperimento è stata usata l'eparina, ma il 
glucosamminoglicano che lega l’FGF1 in vivo sulla superficie cellulare 
è l'eparan solfato. 


batteri. Essi sono costituiti da unità di p-glucosio unite 
con legami (a1-4) e contengono ramificazioni. 

* Gli omopolisaccaridi cellulosa, chitina e destrano 
hanno ruoli strutturali. La cellulosa, composta da resi- 
dui di p-glucosio legati con legami (B1-4), conferisce 
resistenza e rigidità alle pareti delle cellule vegetali. La 
chitina, un polimero di N-acetilglucosammina legata 
con legami (B1—4), irrigidisce gli esoscheletri degli 
artropodi. Il destrano forma un rivestimento adesivo 
intorno ad alcuni batteri. 

e Gli omopolisaccaridi sono ripiegati in tre dimensioni. 

La forma a sedia dell’anello piranosico è essenzialmen- 

te rigida; così la conformazione dei polimeri è deter- 

minata dalla rotazione attorno ai legami che uniscono 
gli anelli all’ossigeno del legame glicosidico. amido 

e il glicogeno formano strutture elicoidali con legami 

idrogeno intracatena; la cellulosa e la chitina formano 

filamenti lunghi e resistenti che interagiscono con altri 
filamenti nelle immediate vicinanze. 

Le pareti delle cellule batteriche e delle alghe sono 

rese resistenti da eteropolisaccaridi: peptidoglicani nei 

batteri, agar nelle alghe rosse. L'unità disaccaridica ri- 
petuta nel peptidoglicano è GlcNAc(B1-4)Mur2Ac; 
nell’agarosio è p-Gal(B1-4)3,6- anidro-L-Gal. 

* I glicosamminoglicani sono eteropolisaccaridi extracel- 
lulari, in cui una delle due unità monosaccaridiche è 
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Dimensione 
(numero di unità 
Polimero Tipo* Unità ripetitive! monosaccaridiche) Funzioni/significato 
Amido Riserva di energia: nelle piante 
Amilosio omo- (a1-+4)Glc, lineare 50-5000 
Amilopectina omo- (a1-4)Glc, con ramificazioni Fino a 106 

(a1-6)Glc ogni 24-30 residui 
Glicogeno omo- a1-4)Glc, con ramificazioni Fino a 50 000 Riserva di energia: nei batteri e nelle cellule 

(a1-6)Glc ogni 8-12 residui animali 
Cellulosa omo- (B1-4)Glc Fino a 15 000 Strutturale: conferisce rigidità e resistenza 

alla parete cellulare delle piante 
Chitina omo- (B1-4)GIcNAc Molto grande Strutturale: conferisce rigidità e resistenza 
all’esoscheletro di insetti, ragni e crostacei 

Destrano omo- (a1-6)Glc con ramificazioni Molto grande Strutturale: nei batteri conferisce adesività 

(1-3) extracellulare 
Peptidoglicano etero-; 4)Mur2Ac(B1-4) Molto grande Strutturale: nei batteri conferisce rigidità e 

peptidi GlcNAc(B1 resistenza all’involucro cellulare 
attaccati 
Agarosio etero- 3)p-Gal(B1->4)3,6- 1000 Strutturale: materiale della parete cellulare 
anidro-1-Gal(a1 delle alghe 

Ialuronano (un etero-; 4)GlcA(B1-3)G1cNAc(B1 Fino a 100 000 Strutturale: nei vertebrati, matrice 
glicosamminoglicano) acido extracellulare di pelle e tessuto connettivo; 


viscosità e lubrificazione nelle giunzioni 


* Ogni polimero è classificato come un omopolisaccaride (omo-) o come un eteropolisaccaride (etero-). 
*Inomi abbreviati delle unità ripetitive dei peptidoglicani, dell’agarosio e dello ialuronano indicano che il polimero è costituito da ripetizioni delle unità disaccaridiche. 
Per esempio, nel peptidoglicano la GIcNAc di una unità disaccaridica è unita con legame (B1-4) al primo residuo della successiva unità disaccaridica. 


un acido uronico (il cheratan solfato è un’eccezione) e 
l’altra è un amminozucchero N-acetilato. Gli esteri sol- 
forici legati ad alcuni gruppi ossidrilici e ai gruppi am- 
minici dei residui glucosamminici nell’eparina e nell’e- 
paran solfato conferiscono a questi polimeri un’elevata 
densità di cariche negative, forzandoli ad assumere 
una conformazione estesa. Questi polimeri (lo ialuro- 
nano, il condroitin solfato, il dermatan solfato e il che- 
ratan solfato) conferiscono alla matrice extracellulare 
viscosità, adesività e resistenza alla tensione. 


Glicoconiugati: proteoglicani, 
glicoproteine e glicosfingolipidi 


Oltre ai loro importanti ruoli di riserva di combustibili me- 
tabolici (amido, glicogeno, destrani) e di materiali strut- 
turali (cellulosa, chitine, peptidoglicani), i polisaccaridi e 
gli oligosaccaridi svolgono anche ruoli informazionali. Al- 
cuni trasmettono informazioni tra le cellule e il loro am- 
biente circostante; altri marcano le proteine che devono 
essere trasportate in organelli specifici, oppure distrutte, 
quando hanno assunto una struttura anomala o non sono 
più necessarie. Altri servono come siti di riconoscimento 
di segnali molecolari extracellulari (fattori di crescita, per 
esempio), o di parassiti extracellulari (batteri o virus). In 
quasi tutte le cellule eucariotiche, catene oligosaccaridi- 
che specifiche legate a componenti della membrana pla- 
smatica formano uno strato di carboidrati (il glicocalice), 
spesso alcuni nanometri, che serve da superficie ricca di 
informazioni per le interazioni tra cellula e ambiente cir- 
costante. Questi oligosaccaridi svolgono un ruolo centra- 
le nel riconoscimento cellula-cellula e nell’adesione inter- 


cellulare, nella migrazione cellulare durante lo sviluppo, 
nella coagulazione sanguigna, nella risposta immunitaria, 
nella cicatrizzazione delle ferite e in altri processi cellulari. 
Nella maggior parte dei casi lo zucchero che svolge il ruo- 
lo informazionale è legato covalentemente a una proteina 
o a un lipide, formando un glicoconiugato, la molecola 
biologicamente attiva (Figura 7.24). 

I proteoglicani sono macromolecole della superficie 
cellulare o della matrice extracellulare in cui una o più ca- 
tene di glicosamminoglicani sono unite covalentemente a 
una proteina di membrana o a una proteina di secrezione. 
La catena glicosamminoglicanica può legarsi alle protei- 
ne extracellulari tramite interazioni elettrostatiche con i 
gruppi carichi negativamente del polisaccaride. I proteo- 
glicani sono i componenti principali delle matrici extra- 
cellulari. 

Le glicoproteine hanno uno o più oligosaccaridi di 
complessità variabile legati covalentemente. Generalmen- 
te si trovano sulla superficie esterna della membrana pla- 
smatica (come parte del glicocalice), nella matrice extra- 
cellulare e nel sangue. All’interno della cellula si trovano 
in specifici organelli, come il complesso di Golgi, i granuli 
secretori e i lisosomi. Le porzioni oligosaccaridiche delle 
glicoproteine sono molto eterogenee e, come i glicosam- 
minoglicani, sono ricche di informazioni; formano siti al- 
tamente specifici per il riconoscimento e il legame di pro- 
teine chiamate lectine che si legano ai carboidrati con ele- 
vata affinità. Anche alcune proteine citosoliche e nucleari 
possono essere glicosilate. 

I glicosfingolipidi sono componenti della membra- 
na plasmatica, le cui teste idrofiliche sono oligosaccaridi. 
Come nelle glicoproteine, gli oligosaccaridi agiscono co- 
me siti specifici di riconoscimento da parte delle lectine. 


272 Carboidrati glicobiologia 


Proteoglicani 
*NH; 


Condroitin solfato 
Ser3t-OO-®T®TOT® 


Eparan solfato JJ 
monta 020004 


À Fuc 
O Gal 
N È @ Gic 
Glicoproteine ® Man 
NH; X Xilosio 
N-glicano i È GIcA 
AGn O GalNAc 
MB GicNAc 
Asn È IdoA 
® Neu5Ac 
Glicosfingolipidi 
O-glicano [wa 
®& O#®-Ser/Thr 
Esterno 
Q0O00g POOCOOOOOO00OC OOO. ) 
NL RANA AA natanti f 
Membrana 
MIUGIONIY | ISSEANINUACIG LZ MINI CISZATA ( ICILZA NANA UCG NAVI IAE/ RO NINLILIARZAI 
100000000000 000004 PDOOOOCOCO00000000000) 
Interno 


007 007 


Figura 7.24 |glicoconiugati. Nella figura sono riportate 
le strutture di alcuni dei più comuni glicani, glicoproteine e 
glicosfingolipidi descritti nel testo. 


Il cervello e i neuroni sono ricchi di glicosfingolipidi, che 
partecipano alla conduzione nervosa, ed entrano nel pro- 
cesso di sintesi della mielina. I glicosfingolipidi hanno un 
ruolo primario nella trasduzione dei segnali cellulari. Gli 
sfingolipidi verranno presi in considerazione in maggiore 
dettaglio nei Capitoli 10 e 11. 


e |proteoglicani sono macromolecole della superficie 
cellulare e della matrice extracellulare contenenti 
glicosamminoglicani 

Le cellule di mammifero producono 40 tipi di proteoglica- 
ni. Queste molecole agiscono come organizzatori tissutali 
e influenzano diverse attività cellulari, come l’attivazione 
dei fattori di crescita e l’adesione intercellulare. l’unità di 
base dei proteoglicani è costituita da un nucleo proteico 
contenente glicosamminoglicani legati covalentemente. 
Il sito di legame è un residuo di Ser, al quale si lega il gli- 
cosamminoglicano tramite un ponte tetrasaccaridico (Fi- 
gura 7.25). Il residuo di serina in genere fa parte della se- 
quenza -Ser-Gly-X-Gly- (dove X è un qualunque residuo 
amminoacidico); però non tutte le proteine con questa se- 
quenza possiedono un glicosamminoglicano. 

Molti proteoglicani vengono secreti nella matrice extra- 
cellulare, mentre alcuni sono proteine integrali di mem- 
brana (vedi la Figura 11.7). Per esempio, la matrice extra- 
cellulare a forma laminare (la lamina basale) che separa 
gruppi organizzati di cellule da altri gruppi contiene una 
famiglia di nuclei proteici (M, da 20 000 a 40 000) legati 
covalentemente a catene di eparan solfato. Esistono due 
famiglie principali di proteoglicani con catene di eparan 
solfato. I sindecani hanno un singolo dominio transmem- 
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brana e un dominio extracellulare, che contiene da tre a 
cinque catene di eparan solfato e in qualche caso condroi- 
tin solfato (Figura 7.26a).I glipicani sono legati alla mem- 
brana per mezzo di un’ancora lipidica, un derivato del fo- 
sfatidilinositolo (vedi la Figura 11.15). I sindecani e i gli- 
picani possono essere rilasciati nello spazio extracellula- 
re (ECM): una proteasi dell’ECM taglia in prossimità della 
membrana cellulare e rilascia gli ectodomini del sindeca- 
no (i domini che si trovano all’esterno della membrana); 
una fosfolipasi taglia la connessione con i lipidi di mem- 
brana e rilascia i glipicani. Questi meccanismi forniscono 
alla cellula un sistema per cambiare molto rapidamente le 
sue caratteristiche di superficie. Il rilascio è finemente re- 
golato e viene attivato nelle cellule in proliferazione, co- 
me in quelle cancerose. La secrezione dei proteoglicani è 
coinvolta nella proliferazione e nel differenziamento del- 
le cellule. Esistono anche numerosi tipi molecolari di con- 
droitin solfato e di dermatan solfato, alcuni dei quali en- 
trano a far parte della struttura delle membrane, mentre 
altri vengono secreti nell’ECM. 

Le catene dei glicosamminoglicani si possono legare a 
varie sostanze extracellulari e quindi modulare la loro in- 
terazione con i recettori specifici presenti sulla superficie 
cellulare. Studi dettagliati condotti con l’eparan solfato 
hanno messo in evidenza una struttura a domini non cer- 
to casuale. Alcuni domini (lunghi di norma da 3 a 8 unità 
disaccaridiche) differiscono dagli altri domini vicini per 
la sequenza e per la capacità di legarsi a specifiche protei- 
ne. Domini altamente solforilati (chiamati domini NS) si 
alternano a domini in cui sono presenti residui di GlcNac 
e GIcA non modificati (domini N-acetilati, o NA) (Figura 
7.26b). Lesatta distribuzione dei gruppi solforici nel do- 
minio NS dipende dal particolare proteoglicano. Conside- 
rando il numero delle possibili modificazioni del dimero 
GlcNAc-IdoA (acido iduronico), sono possibili almeno 32 
differenti disaccaridi. Inoltre, un nucleo proteico può pre- 
sentare differenti strutture di eparan solfato, a seconda del 
tipo di cellula dove è stato sintetizzato. 


Terminazione 
carbossilica 


Nucleo proteico 


(B1->3) (BI->4) (B1-3) 
> Gall n GlIcA > Gal > Gal + Xyl 
Condroitin solfato (B1->3) (B1->4) 
Terminazione 
amminica 


Figura 7.25 Struttura del proteoglicano, che mostra il ponte 
tetrasaccaridico. Un tipico ponte tetrasaccaridico (in blu) unisce 
il glicosamminoglicano, in questo caso il condroitin 4-solfato (in 
arancione), a un residuo di serina del nucleo proteico. Il residuo di 
xilosio all'estremità riducente del ponte è legato mediante il suo 
carbonio anomerico al gruppo ossidrilico del residuo di serina. 
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Le molecole di eparan solfato con domini NS molto or- 
ganizzati si legano specificamente alle proteine extracellu- 
lari e a molecole di segnale, alterandone l’attività. Questa 
modificazione può essere il risultato di una variazione con- 
formazionale della proteina indotta dal legame di NS (Figu- 
ra 7.27a), o può essere dovuta alla capacità dei domini adia- 
centi di eparan solfato di legarsi a due differenti proteine, 
avvicinandole l’una all’altra (Figura 7.27b) e favorendo l’in- 
terazione proteina-proteina. Un terzo meccanismo consiste 
nel legame di molecole extracellulari di segnalazione (per 
esempio, i fattori di crescita) all’eparan solfato; ciò provoca 
un aumento della loro concentrazione locale, rinforzando 
la loro interazione con i recettori sulla superficie cellulare. 
In questo caso l’eparan solfato agisce come corecettore (Fi- 
gura 7.27c). Per esempio, il fattore di crescita dei fibrobla- 
sti (FGF), una proteina di segnale extracellulare che stimo- 
la la divisione cellulare, per prima cosa si lega ai residui di 
eparan solfato delle molecole di sindecano nella membra- 
na plasmatica della cellula bersaglio. Il sindecano presen- 
ta ’FGF al recettore dell’FGF della membrana plasmatica, 
e solo così l’FGF può interagire con il suo recettore per ini- 
ziare la divisione cellulare. Infine, attraverso un altro mec- 
canismo ancora, i domini NS interagiscono elettrostatica- 
mente (o con altri tipi di interazione) con varie molecole so- 
lubili all’esterno della cellula per mantenere elevate le con- 
centrazioni locali sulla superficie cellulare (Figura 7.27d). 

L'importanza di una sintesi corretta dei domini solfa- 
tati dell’eparan solfato è stata dimostrata con topi mutan- 
ti (knockout), che sono privi dell’enzima che lega il solfato 
all’ossidrile C-2 dell’IdoA. Questi animali nascono senza 
reni e con gravi anomalie nello sviluppo dello scheletro e 
degli occhi. Altri studi hanno dimostrato che i proteogli- 
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Figura 7.26 Due famiglie di proteoglicani della membrana. 

(a) Rappresentazione schematica di un sindecano e di un glipicano 
della membrana plasmatica. | sindecani sono mantenuti in situ nella 
membrana tramite interazioni idrofobiche tra una sequenza di 
amminoacidi non polari e i fosfolipidi della membrana; essi possono 
essere rilasciati mediante un singolo taglio proteolitico vicino 

alla superficie della membrana. In un tipico sindecano, il dominio 
amminoterminale extracellulare è legato covalentemente (tramite 
un ponte tetrasaccaridico come quello mostrato nella Figura 7.25) 

a tre catene di eparan solfato e a due catene di condroitin solfato. 

I glipicani restano associati alla membrana attraverso un legame 
covalente con un lipide di membrana (l'ancora GPI; vedi la Figura 
11.15), ma vengono liberati quando il legame tra la porzione lipidica 
dell'ancora GPI (il fosfatidilinositolo) e l'oligosaccaride legato alla 
proteina viene scisso da una fosfolipasi. Tutti i glipicani hanno 14 
residui di cisteina conservati, che formano legami disolfuro per 
stabilizzare la porzione proteica della molecola; essi possiedono 
inoltre due oppure tre catene di glucosamminoglicano legate in 
prossimità dell'estremità carbossilica, vicino alla superficie della 
membrana. (b) Lungo una catena di eparan solfato si alternano 
regioni ricche di zuccheri solforilati, i domini NS (in verde), con regioni 
formate essenzialmente da residui non modificati di GICNAC e GIcA, 

i domini NA (in grigio). Uno dei domini NS è mostrato in dettaglio, 
per mettere in evidenza l'elevata densità dei residui modificati: GICNS 
(N-solfoglucosammina), con un estere solfato in C-6; sia GICA sia IdoA, 
con un estere solforico in C-2. La distribuzione dei gruppi solforici nel 
dominio NS differisce tra i proteoglicani. 


cani di membrana sono importanti per la rimozione del- 
le lipoproteine nel fegato. Ci sono sempre più prove che la 
direzione secondo cui si sviluppano gli assoni nel sistema 
nervoso e quindi lo sviluppo dell’intera rete neuronale so- 
no influenzati da proteoglicani contenenti eparan solfato 
e condroitin solfato che si comportano da segnali direzio- 
nali per la crescita degli assoni. 

Alcuni proteoglicani possono formare aggregati 
proteoglicanici, enormi strutture sopramolecolari co- 
stituite da molti nuclei proteici, tutti uniti a una sin- 
gola molecola di ialuronano. Il nucleo proteico dell’ag- 
grecano (M, di circa 250 000) contiene molte catene di 
condroitin solfato e di cheratan solfato unite a residui 
di Ser del nucleo proteico mediante un ponte trisacca- 
ridico, formando una struttura singola con una massa 
di circa 2 X 10°. Quando un centinaio o più di questi 
nuclei proteici “decorati” si legano a una singola mole- 
cola estesa di ialuronano (Figura 7.28), l’aggregato pro- 
teoglicanico viene ad avere una massa di oltre 2 X 108 e, 
per effetto delle numerosissime molecole di acqua di idra- 
tazione associate ai suoi gruppi carichi, occupa uno spazio 
pari al volume di una cellula batterica. L'aggrecano intera- 
gisce molto saldamente con il collageno nella matrice ex- 
tracellulare della cartilagine e contribuisce allo sviluppo 
e alla resistenza meccanica di questo tessuto connettivo. 

Numerose proteine fibrose della matrice, come il col- 
lageno, l’elastina e la fibronectina, sono intercalate in que- 
sta enorme struttura extracellulare del proteoglicano, for- 
mando un intreccio complesso che conferisce forza e re- 
sistenza meccanica alla matrice extracellulare. Alcune di 
queste proteine sono multiadesive, cioè possiedono mol- 
ti siti di legame per altre molecole della matrice. La fibro- 


274. Carboidratie glicobiologia 


CAPITOLO 7 


(a) Attivazione conformazionale 
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Di AT 


Eparan 
solfato 


Dominio NS 
Una variazione conformazionale indotta nella proteina 
antitrombina (AT) a seguito del legame a un dominio NS 


pentasaccaridico permette la sua interazione con il fattore 
della coagulazione Xa, impedendo la coagulazione. 


(c) Corecettore per ligandi extracellulari 


FGF (ligando) 


Dominio NS 


Recettore dimerico dell’FGF 


Nucleo proteico L Membrana 

I domini NS interagiscono sia con il fattore di crescita 
dei fibroblasti (FGF) sia con il suo recettore, favorendo 
la formazione del complesso oligomerico e aumentando 
l'efficienza dell’FGF a bassa concentrazione. 
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(b) Potenziamento dell’interazione proteina-proteina 


Trombina 


La 


Il legame di AT e della trombina a due domini NS 
adiacenti porta le due proteine in stretta vicinanza, 
favorendo la loro interazione. Viene così inibita 

la coagulazione del sangue. 


(d) Localizzazione/concentrazione 
sulla superficie cellulare 


Lipoproteina lipasi 


Dominio NS 


E 


L'elevata densità delle cariche negative dell’eparan solfato 
attrae le molecole di lipoproteina lipasi cariche 
positivamente e le associa tramite interazioni elettrostatiche 
e interazioni sequenza-specifiche ai domini NS. 


Membrana 


Figura 7.27 Quattro tipi di interazioni proteiche con i domini NS dell’eparan solfato. 
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Figura 7.28 Un aggregato proteoglicanico della matrice 
extracellulare. Rappresentazione schematica di un proteoglicano 
con molte molecole di aggrecano. Una molecola molto lunga di 
ialuronano si associa non covalentemente a circa 100 molecole 

di nuclei proteici di aggrecano. Ciascuna molecola di aggrecano 
contiene molte catene di condroitin solfato e di cheratan solfato 
legate covalentemente. La giunzione tra ciascuna molecola di 
aggrecano e lo scheletro di ialuronano è mediata dall'interazione 
con proteine di legame. La fotografia mostra una singola molecola di 
aggrecano, vista al microscopio a forza atomica (vedi il Box 19.2). 


nettina, per esempio, contiene domini separati che lega- 
no la fibrina, l’eparan solfato, il collageno e una famiglia 
di proteine della membrana plasmatica chiamate integri- 
ne, che mediano il passaggio di segnali tra l'interno della 
cellula e la matrice extracellulare (vedi la Figura 12.29). Il 
quadro completo delle interazioni della matrice cellulare 
che emerge da queste associazioni (Figura 7.29) mostra un 
complesso di interazioni tra molecole della cellula e della 
matrice extracellulare. Queste non servono semplicemente 
ad ancorare le cellule alla matrice extracellulare, ma crea- 
no vie per la migrazione delle cellule durante lo sviluppo 
dei tessuti e convogliano informazioni attraverso la mem- 
brana plasmatica in entrambe le direzioni. 


e Leglicoproteine hanno oligosaccaridi legati 
covalentemente 

Le glicoproteine sono coniugati carboidrati-proteine in cui 
i glicani sono strutture ramificate, di dimensioni minori 
rispetto alle proteine e strutturalmente diversi dai glico- 
samminoglicani dei proteoglicani. La porzione saccaridi- 
ca è legata tramite il suo carbonio anomerico all’—-OH di 
un residuo di Ser o di Thr con un legame glicosidico (lega- 
me 0), o all’azoto ammidico di un residuo di Asn tramite 
un legame N-glicosidico (legame N) (Figura 7.30). Alcune 
glicoproteine hanno una sola catena oligosaccaridica, ma 
molte ne hanno più di una. I carboidrati possono costitui- 
re dall’1% fino al 70% o più della massa della glicoprotei- 
na. Praticamente la metà di tutte le proteine dei mammi- 
feri è glicosilata e circa 11% dei geni di un mammifero co- 
difica enzimi coinvolti nella sintesi e nel legame di cate- 
ne oligosaccaridiche. Gli oligosaccaridi con legami N-gli- 
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Figura 7.29 Interazioni tra cellule e matrice extracellulare. 
L'associazione tra le cellule e il proteoglicano della matrice 
extracellulare è mediata da una proteina della membrana (integrina) 
e da una proteina extracellulare (in questo esempio, la fibronectina) 
con siti di legame sia per l'integrina, sia per il proteoglicano. Si noti 
la stretta associazione delle fibre di collageno con la fibronettina e il 
proteoglicano. 


cosidici generalmente si trovano nelle sequenze consenso 
N-{P}-[ST]; non tutti i siti potenziali sono utilizzati. (Vedi il 
Box 3.2 per le convenzioni sulle sequenze consenso.) Non 
sembra che vi siano sequenze consenso per gli oligosacca- 
ridi con legami O-glicosidici, nonostante che le regioni in- 
teressate a questi legami O-glicosidici siano ricche di resi- 
dui amminoacidici di Gly, Val e Pro. 

Una classe di glicoproteine che si trovano nel citopla- 
sma e nel nucleo ha caratteristiche particolari, in quanto le 
posizioni glicosilate nella proteina hanno solo un residuo 
di N-acetilglucosammina, legata con legame O-glicosidico 
al gruppo ossidrilico della catena laterale di un residuo di 
Ser. Tale modificazione è reversibile e spesso si osserva a 
carico degli stessi residui di serina che vengono fosforilati 
durante una delle fasi dell’attività della proteina. Le due 
modificazioni si escludono a vicenda e questo tipo di gli- 
cosilazione sembra essere importante per la regolazione 
dell'attività della proteina. Quest’argomento verrà discus- 
so più esaurientemente nel Capitolo 12, che tratta della fo- 
sforilazione delle proteine. 

Come vedremo nel Capitolo 11, sulla superficie ester- 
na della membrana plasmatica vi sono molte glicoprotei- 
ne con numerosi oligosaccaridi di varia complessità uniti 
covalentemente. Le mucine sono glicoproteine di secre- 
zione o di membrana che contengono un gran numero di 
catene oligosaccaridiche unite da legami O-glicosidici. Le 
mucine sono presenti in gran parte delle secrezioni e con- 
feriscono al muco la sua caratteristica consistenza. 

La glicomica consiste nella caratterizzazione siste- 
matica dei componenti saccaridici di una cellula o di un 
tessuto, compresi quelli legati alle proteine e ai lipidi. Per 
le glicoproteine questo comporta anche stabilire quali di 
esse sono glicosilate e a quale amminoacido della sequen- 
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Figura 7.30 Legami oligosaccaridici nelle glicoproteine. (a) Gli 
oligosaccaridi uniti con legami O-glicosidici sono legati al gruppo 
ossidrilico di residui di Ser o Thr (ombreggiati in rosa), indicati nella 
figura con GalNAc come zucchero posto all'estremità riducente 
dell'oligosaccaride. Sono mostrate una catena semplice e una 
complessa. (b) Gli oligosaccaridi uniti con legami N-glicosidici si 
legano all'azoto ammidico di un residuo di Asn (ombreggiato in 
verde), indicato nella figura con GIcNAc come zucchero terminale. 
Sono mostrati tre tipi comuni di catene oligosaccaridiche unite con 
legami N-glicosidici nelle glicoproteine. Una descrizione completa 
della struttura oligosaccaridica richiede la specificazione della 
posizione e la stereochimica (a 0 B) di ogni legame glicosidico. 


za amminoacidica è legato ciascun oligosaccaride. Non si 
tratta di un compito facile, ma è comunque importante 
affrontarlo, per poter conoscere i dettagli delle norma- 
li vie di glicosilazione e il modo in cui esse si diversifica- 
no durante lo sviluppo, nelle malattie genetiche o nei tu- 
mori. Le metodologie correnti per la caratterizzazione 
dell’intero quadro dei carboidrati di una cellula dipen- 
dono dall’applicazione della spettroscopia di massa (ve- 
di la Figura 7.39). 

Oggi sono note le strutture di un gran numero di oli- 
gosaccaridi legati a varie glicoproteine. Le Figure 7.24 e 
7.30 ne presentano alcuni esempi. Nel Capitolo 27 tratte- 
remo i meccanismi con cui specifiche proteine legano re- 
sidui oligosaccaridici. 

Molte delle proteine secrete dalle cellule eucariotiche, 
tra cui anche moltissime proteine del sangue, sono glico- 
proteine. Per esempio, le immunoglobuline (anticorpi) e 
alcuni ormoni, come l’ormone follicolo-stimolante, l’or- 
mone luteinizzante, e l'ormone tireostimolante, sono gli- 
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coproteine. Molte proteine del latte, come la lattalbumi- 
na, e alcune delle proteine secrete dal pancreas (come la 
ribonucleasi) sono glicosilate. Anche la maggioranza delle 
proteine contenute nei lisosomi è glicosilata. 

Cominciano oggi a essere noti i vantaggi che le protei- 
ne hanno dalla glicosilazione. L’idrofilicità dei carboidrati 
altera la polarità e la solubilità delle proteine con cui so- 
no coniugati. Le catene oligosaccaridiche legate alle pro- 
teine neosintetizzate nel reticolo endoplasmatico (ER) e 
quindi elaborate nel complesso di Golgi rappresentano 
etichette di riconoscimento (vedi la Figura 27.39) e agi- 
scono anche nel controllo di qualità delle proteine, indi- 
rizzando quelle con ripiegamenti sbagliati verso i siti di 
degradazione (vedi la Figura 2740). Quando numerose 
catene oligosaccaridiche cariche negativamente si riuni- 
scono in una singola regione di una proteina, la repulsio- 
ne delle cariche favorisce la formazione di una struttura 
estesa a bastoncino della proteina stessa in quella regio- 
ne. Inoltre, le cariche negative delle catene oligosacca- 
ridiche proteggono le proteine dall’attacco degli enzimi 
proteolitici. Al di là di questi effetti fisici sulla struttura 
delle proteine, vi sono anche effetti biologici più specifici 
dovuti alla presenza di catene oligosaccaridiche nelle gli- 
coproteine (Sezione 74). importanza della normale gli- 
cosilazione delle proteine è dimostrata dalle 18 differenti 
malattie genetiche dell’uomo in cui è stato accertato un 
difetto della glicosilazione. Tutte causano una sintoma- 
tologia grave a livello dello sviluppo sia fisico che menta- 
le. Alcune sono anche mortali. 
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e Iglicolipidieilipopolisaccaridi sono componenti 
delle membrane 

Le glicoproteine non sono i soli composti a cui sono legate 
catene oligosaccaridiche. Anche alcuni lipidi possono le- 
gare covalentemente gli oligosaccaridi. I gangliosidi sono 
lipidi di membrana delle cellule eucariotiche in cui le te- 
ste polari, cioè la porzione dei lipidi che forma la superfi- 
cie esterna della membrana, sono complessi oligosaccari- 
dici che contengono un acido sialico (vedi la Figura 7.9) e 
altri residui monosaccaridici. Alcuni dei residui oligosac- 
caridici dei gangliosidi, come quelli dei gruppi sanguigni 
umani (vedi la Figura 10.15), sono identici a quelli che si 
trovano in altre glicoproteine, che quindi contribuiscono 
anche al tipo di gruppo sanguigno. Come la porzione oli- 
gosaccaridica delle glicoproteine, gli oligosaccaridi dei li- 
pidi di membrana generalmente, o forse sempre, si trova- 
no sulla superficie esterna della membrana plasmatica. 


I lipopolisaccaridi sono le strutture caratteristi- 
Ea che della membrana esterna dei batteri gram-ne- 

gativi, come Escherichia coli e Salmonella typhimu- 
rium. Queste molecole sono i principali bersagli degli anti- 
corpi prodotti dal sistema immunitario dei vertebrati in ri- 
sposta all’infezione batterica e quindi sono importanti nel- 
la determinazione del serotipo del ceppo batterico (i se- 
rotipi sono ceppi distinguibili sulla base delle proprietà 
antigeniche). I lipopolisaccaridi di S. typhimurium conten- 
gono sei acidi grassi legati a due residui di glucosammina, 


uno dei quali è il punto di attacco di un complesso oligo- 
saccaridico (Figura 731). Anche E. coli possiede un lipo- 
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Ga Rappresentazione schematica del lipopolisaccaride 
della membrana esterna di Salmonella typhimurium. 
Kdo sta per acido 3-deossi-p-manno-ottulosonico 
(una volta chiamato acido ketodeossiottonico; 
Hep sta per L-glicero-n-manno-eptosio; AbeOAc è 
l'abequosio (3,6-dideossiesoso), acetilato in uno 
dei suoi ossidrili. Vi sono sei residui di acido grasso 
nella porzione della molecola corrispondente 
"0, —"OH —“OH al lipide A. Specie batteriche diverse hanno 
(0) (0) differenti strutture lipopolisaccaridiche, che però 
Lipide A hanno in comune una regione lipidica (lipide 


A), un nucleo (core) oligosaccaridico, chiamato 
anche endotossina, e una catena specifica con 
legami O, che è il principale determinante del 
serotipo immunologico (reattività) del batterio. 
Le membrane esterne dei batteri gram-negativi 
S. typhimurium ed E. coli contengono così tante 
molecole del lipopolisaccaride che la superficie 
cellulare è praticamente ricoperta da specifiche 
catene lipidiche con legami O. 
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polisaccaride simile, ma specifico. La porzione lipidica A 
dei lipopolisaccaridi di alcuni di questi batteri è chiamata 
endotossina. La sua tossicità per l’uomo e per altri anima- 
li è responsabile della diminuzione di pressione che si os- 
serva nello shock tossico dovuto a infezioni causate da bat- 
teri gram-negativi. O 


SOMMARIO 7.3 
Glicoconiugati: proteoglicani, glicoproteine 
e glicosfingolipidi 

e I proteoglicani sono glicoconiugati in cui uno o più gli- 
cani di grandi dimensioni, chiamati glicosamminogli- 
cani solforati (eparan solfato, condroitin solfato, der- 
matan solfato e cheratan solfato), sono legati covalen- 
temente a un nucleo proteico. Legati all’esterno della 
membrana plasmatica tramite un peptide transmem- 
brana o un lipide legato covalentemente, i proteoglica- 
ni forniscono un punto di adesione, di riconoscimento 
e di informazione tra le cellule, o tra le cellule e la ma- 
trice extracellulare. 

e Le glicoproteine contengono oligosaccaridi legati cova- 
lentemente a residui di Asp o di Ser/Thr. I glicani sono 
di norma ramificati e più piccoli dei glicosamminogli- 
cani. Molte proteine della superficie cellulare o extra- 
cellulari sono glicoproteine, come la maggior parte 
delle proteine secrete. Gli oligosaccaridi legati covalen- 
temente influenzano il ripiegamento e la stabilità delle 
proteine, forniscono informazioni importanti sulla de- 
stinazione delle proteine neosintetizzate e permettono 
il riconoscimento da parte di altre proteine. 

e La glicomica consiste nell’individuazione dell’intero 
corredo delle molecole contenenti zuccheri presenti 
in una cellula o in un tessuto, e nella determinazione 
della funzione di ciascuna molecola. 

e I glicolipidi delle piante e degli animali e i lipopolisac- 
caridi dei batteri sono componenti dell'involucro cellu- 
lare, contenenti catene oligosaccaridiche legate cova- 
lentemente rivolte verso l'esterno. 


I carboidrati come molecole 
informazionali: il codice saccaridico 


La glicobiologia, lo studio della struttura e della funzione 
dei glicoconiugati, è una delle aree più attive e più inte- 
ressanti della biochimica e della biologia cellulare. È or- 
mai chiaro che le cellule usano specifici oligosaccaridi per 
codificare importanti informazioni circa la destinazione 
intracellulare delle proteine, le interazioni cellula-cellu- 
la, la differenziazione cellulare e lo sviluppo dei tessuti, e 
i segnali extracellulari. Ci serviremo di alcuni esempi che 
illustrano la diversità strutturale e l'ambito di azione dei 
glicoconiugati. La biosintesi dei polisaccaridi sarà esami- 
nata nel Capitolo 20 insieme alla sintesi dei peptidoglica- 
ni. Nel Capitolo 27 verrà trattata l’organizzazione delle ca- 
tene oligosaccaridiche nelle glicoproteine. 

I metodi più efficaci di analisi delle strutture oligosacca- 
ridiche e polisaccaridiche hanno messo in luce la complessità 
e la diversità degli oligosaccaridi presenti nelle glicoproteine 
e nei glicolipidi. Si considerino per esempio le catene oligo- 
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saccaridiche della Figura 730, riscontrate in molte glicopro- 
teine. La più complessa contiene 14 residui monosaccaridi- 
ci di quattro specie diverse, uniti con legami di tipo diverso, 
come (142), (1-3), (1-4), (1-6), (23) e (2+6), alcuni 
in configurazione a e altri in configurazione f. Le strutture 
ramificate, che non si trovano negli acidi nucleici o nelle 
proteine, sono invece comuni negli oligosaccaridi. Suppo- 
nendo che vi siano 20 differenti unità monosaccaridiche 
disponibili per la costruzione di oligosaccaridi, è possibi- 
le dedurre che possano esistere molti miliardi di oligo- 
saccaridi differenti formati da 6 unità monosaccaridiche. 
Con i 20 amminoacidi comuni è invece possibile ottenere 
6,4 X 107 (20°) esapeptidi differenti, mentre con le quattro 
unità nucleotidiche si possono avere solo 4096 (4°) esanu- 
cleotidi differenti. Se consideriamo che gli oligosaccaridi pos- 
sono essere solforilati in uno o più residui, il numero dei pos- 
sibili oligosaccaridi aumenta di altri due ordini di grandezza. 
In realtà sono state trovate solo alcune combinazioni possi- 
bili a causa delle limitazioni imposte dagli enzimi biosinte- 
tici e dalla disponibilità dei precursori. Tuttavia la ricchezza 
strutturale e informazionale dei glicani è superiore a quel- 
la degli acidi nucleici per densità di informazioni contenute 
in una molecola di piccole dimensioni. Ciascun oligosacca- 
ride mostrato nelle Figure 7.24 e 7.30 presenta un’unica fac- 
cia tridimensionale, cioè una “parola” del codice saccaridico, 
riconoscibile dalle proteine in grado di interagire con essa. 


e Lelectinesono proteine che leggono il codice saccaridico 

e mediano molti processi biologici 
Le lectine, proteine presenti in tutti gli organismi, legano 
i carboidrati con alta specificità e con affinità moderata 0 
elevata. Le lectine partecipano a vari processi di riconosci- 
mento cellula-cellula, segnalazione e adesione, e di desti- 
nazione intracellulare delle proteine neosintetizzate. Le 
lectine delle piante, abbondanti nei semi, probabilmente 
fungono da deterrenti per gli insetti e altri predatori. In 
laboratorio le lectine purificate delle piante sono utili rea- 
genti per determinare e separare glicani e glicoproteine 
contenenti residui oligosaccaridici differenti. Vedremo ora 
alcuni esempi dei ruoli delle lectine nelle cellule animali. 

Alcuni ormoni peptidici circolanti nel sangue possie- 
dono residui oligosaccaridici che ne influenzano forte- 
mente il tempo di emivita. Eormone luteinizzante e la ti- 
reotropina (ormoni polipeptidici prodotti dalla corteccia 
surrenale) hanno oligosaccaridi uniti con legami N-glico- 
sidici che terminano con il disaccaride GalNAc4S(p1-4) 
GlcNAc, riconosciuto da una lectina (recettore) presen- 
te negli epatociti. (GalNAc4S è l’N-acetilgalattosammina 
con un gruppo solforico sul gruppo —OH del C-4.) L’inte- 
razione recettore-ormone media la captazione e la distru- 
zione dell'ormone luteinizzante e della tirotropina, ridu- 
cendo la loro concentrazione nel sangue. Quindi i livelli 
ematici di questi due ormoni vanno incontro a periodici 
aumenti (dovuti alle secrezioni da parte della corteccia 
surrenale) e diminuzioni (dovute alle distruzioni da par- 
te degli epatociti). 

I residui di Neu5Ac (un acido sialico) situati alle estre- 
mità delle catene oligosaccaridiche di molte glicoproteine 
plasmatiche (Figura 7.24) proteggono queste proteine dal- 
la captazione e dalla degradazione nel fegato. Per esempio, 
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la ceruloplasmina, una glicoproteina sierica contenente ra- 
me, possiede diverse catene oligosaccaridiche che termi- 
nano con Neu5Ac. Il meccanismo che rimuove i residui di 
acido sialico dalle glicoproteine sieriche non è ancora stato 
identificato con certezza, ma potrebbe essere dovuto all’a- 
zione dell’enzima sialidasi (chiamato anche neurammini- 
dasi) prodotto da organismi invasori, o può essere causa- 
to da un lento e continuo rilascio operato da enzimi extra- 
cellulari. La membrana plasmatica degli epatociti possiede 
molecole di lectina (asialoglicoproteine recettoriali; “asia- 
lo-” significa “senza acido sialico”) che legano specifica- 
mente le catene oligosaccaridiche con residui di galattosio 
non più “protetti” da un residuo di Neu5Ac. L'interazione 
recettore-ceruloplasmina dà inizio all’endocitosi e alla di- 
struzione della ceruloplasmina. 


OH 
HOH3C —_ | _aH 
C 


Acido N-acetilneuramminico (Neu5Ac) 
(un acido sialico) 


È probabile che un meccanismo simile sia responsabile 
della rimozione degli eritrociti “vecchi” dal torrente circo- 
latorio dei mammiferi. Gli eritrociti neosintetizzati hanno 
diverse glicoproteine di membrana con catene oligosacca- 
ridiche che terminano con un residuo di Neu5Ac. Se i re- 
sidui di acido sialico vengono rimossi dai globuli rossi di 
un campione di sangue prelevato da un animale da espe- 
rimento mediante un trattamento con sialidasi în vitro, 
una volta iniettate queste cellule scompaiono dal circolo 
in poche ore. Invece gli eritrociti intatti (prelevati e rein- 
trodotti senza essere stati trattati con sialidasi) continua- 
no a sopravvivere per giorni. 

Le lectine della superficie cellulare, umane o di 
F agenti infettivi, sono importanti nello sviluppo di 

alcune malattie. Le selectine sono una famiglia 
di lectine della membrana plasmatica, che mediano il ri- 
conoscimento e l'adesione cellula-cellula in un gran nu- 
mero di processi. Uno di questi è il movimento delle cellu- 
le del sistema immunitario (neutrofili) attraverso la pare- 
te dei vasi capillari per passare dal sangue ai tessuti a livel- 
lo dei siti di infezione o infiammazione (Figura 7.32). Al 
sito di infezione, la P-selectina sulla superficie delle cellu- 
le dei capillari endoteliali interagisce con uno specifico oli- 
gosaccaride delle glicoproteine dei leucociti circolanti. 
Questa interazione rallenta i neutrofili, consentendo loro 
di aderire e “rotolare” lungo lo strato endoteliale che rive- 
ste il capillare. Una seconda interazione tra le molecole di 
integrina (pagina 484) della membrana plasmatica dei 
neutrofili e una proteina di adesione sulla superficie della 
cellula endoteliale blocca i neutrofili, che possono così at- 
traversare la parete dei capillari nel tessuto infetto, per da- 
re inizio all’attacco immunitario. Altre due selectine par- 
tecipano a questo processo di guida dei linfociti. La selec- 
tina E delle cellule endoteliali e la selectina L dei neutro- 
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fili si legano ai loro oligosaccaridi partner sui neutrofili e 
sulle cellule endoteliali. 

Le selectine umane regolano la risposta infiammato- 
ria nell’artrite reumatoide, nell’asma, nella psoriasi, nel- 
la sclerosi multipla e nel rigetto degli organi trapiantati. 
Non meraviglia quindi il crescente interesse verso lo svi- 
luppo di farmaci che inibiscono l’adesione cellulare me- 
diata dalla selectina. Molti carcinomi esprimono un anti- 
gene normalmente presente solo nelle cellule fetali (sialil 
Lewis x, o sialil Le*) che, una volta in circolo, facilita la so- 
pravvivenza delle cellule tumorali e metastatiche. I deri- 
vati saccaridici che imitano la porzione Le* delle sialogli- 
coproteine, o che alterano la biosintesi degli oligosaccari- 
di, potrebbero avere lo stesso effetto dei farmaci specifici 
per le selectine nel trattamento delle infiammazioni cro- 
niche e delle metastasi. 

Alcuni virus animali, compreso il virus dell’influenza, 
attaccano le loro cellule ospiti tramite interazioni con gli 
oligosaccaridi presenti sulla superficie della cellula ospi- 
te. La lectina del virus dell’influenza, conosciuta col nome 
di proteina HA (emoagglutinina), è essenziale per la pe- 
netrazione e per l'infezione virale. Dopo che il virus è en- 
trato nella cellula ospite e si è moltiplicato le nuove par- 
ticelle virali gemmano al di fuori della cellula, circondate 
da una porzione della membrana plasmatica. Una sialidasi 
virale (neuramminidasi) rimuove il residuo di acido siali- 
co terminale dagli oligosaccaridi della cellula ospite, libe- 
rando le particelle virali dalla loro interazione con la cel- 
lula e impedendo la loro aggregazione. Può ora iniziare un 
altro ciclo di infezione. I farmaci antivirali oseltamivir e 
zanamivir vengono usati nella pratica clinica per il tratta- 
mento dell’influenza. Questi farmaci sono analoghi degli 
zuccheri e inibiscono la sialidasi virale, competendo con 
gli oligosaccaridi della cellula ospite (Figura 7.33). Viene 
così inibito il rilascio dei virus dalla cellula infettata e le 
particelle virali si aggregano. Entrambi i farmaci provoca- 
no l'aggregazione delle particelle virali e bloccano un nuo- 
vo ciclo di infezione. 

Alcuni patogeni microbici possiedono lectine, che me- 
diano l'adesione dei batteri alla cellula ospite o l’ingres- 
so delle tossine nella cellula. Per esempio, l’Helicobacter 
pylori ha una lectina di superficie che aderisce agli oligo- 
saccaridi presenti sulla superficie delle cellule epitelia- 
li che rivestono la superficie interna dello stomaco (Fi- 
gura 7.34). Tra i siti di legame riconosciuti dalla lectina 
dell’Helicobacter pylori c'è l’oligosaccaride Lewis b (Le), 
che è presente nelle glicoproteine e nei glicolipidi dei de- 
terminanti del gruppo sanguigno di tipo O (vedi la Figu- 
ra 10.15). Questa osservazione fornisce una spiegazione 
della maggior incidenza dell’ulcera gastrica nei soggetti 
con gruppo sanguigno O, rispetto ai soggetti con gruppo 
sanguigno A e B; l’Helicobacter pylori attacca le loro cellu- 
le epiteliali molto più efficacemente. Analoghi dell’oligo- 
saccaride Le” sintetizzati chimicamente potrebbero risul- 
tare efficaci nel trattamento dell’ulcera gastrica. Se som- 
ministrati oralmente, essi potrebbero impedire l’adesio- 
ne batterica (e quindi l’infezione) competendo con le gli- 
coproteine gastriche per il legame della lectina batterica. 

Alcune delle più devastanti malattie parassitarie, diffu- 
sissime nei paesi in via di sviluppo, sono causate da micror- 
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endoteliale ligando 
del capillare dell’integrina 


Figura 7.32 Ruolo delle interazioni lectina-ligando nel 
movimento dei leucociti verso il sito di infezione o di danno 
tissutale. Un leucocita che circola nel capillare viene rallentato da 
un'interazione transitoria fra molecole di selectina P della membrana 
plasmatica delle cellule endoteliali del capillare e glicoproteine 

sulla sua superficie che funzionano da ligando per la selectina P. 
Interagendo con una serie di molecole di selectina P in successione, 


Matrice subendoteliale 


il leucocita “rotola” sulla superficie del capillare. Vicino al sito di 
infezione l'interazione tra le integrine sulla superficie del capillare e il 
loro ligando sulla superficie del leucocita genera un'adesione molto 
salda: la cellula si blocca e sotto l'influenza di segnali provenienti 

dal sito di infiammazione inizia lo stravaso, il passaggio attraverso la 
parete del capillare, e il movimento verso il sito di infiammazione. 


RURI 


Acido 
(a) N-acetilneuramminico 


Figura 7.33 Sito di legame nella neuramminidasi del virus 
dell'influenza per l'acido N-acetilneuramminico e per il farmaco 
antivirale oseltamivir. (a) Il normale ligando di questo enzima è un 
acido sialico, l'acido N-acetilneuramminico. | farmaci oseltamivir e 
zanamivir occupano lo stesso sito sull'enzima, inibendolo in modo 
competitivo e bloccando il rilascio del virus dalla cellula ospite. 

(b) La normale interazione con l'acido N-acetilneuramminico nel 
sito di legame (PDB ID 2BAT). (c) L'oseltamivir si può adattare in 


Oseltamivir 


Zanamivir 


(d) 


questo sito spingendo il residuo di Glu adiacente al di fuori del suo 
sito normale (PDB ID 2HU4). (d) Una mutazione nel gene del virus 
dell'influenza che codifica la neuramminidasi sostituisce un residuo 
di His vicino al residuo di Glu con una Tyr che ha catena laterale 

più grande (PDB ID 3CLO). Ora, l'oseltamivir non è così efficace 
nello spingere il Glu al di fuori della sua posizione e si lega molto 
meno bene al sito di legame, rendendo il virus mutante resistente 
all'oseltamivir. 


Figura 7.34 Un'ulcera in formazione. Le cellule di Helicobacter 
pylori aderiscono alla superficie gastrica. Questo batterio provoca 
ulcere mediante le interazioni fra una lectina della superficie batterica 
e l'oligosaccaride Le” (un antigene dei gruppi sanguigni) delle cellule 
epiteliali che rivestono la superficie interna dello stomaco. 


ganismi eucariotici che possiedono insoliti oligosaccaridi 
di superficie, che in alcuni casi hanno funzioni protettive 
per i parassiti. Questi organismi comprendono: i tripano- 
somi, responsabili della malattia del sonno, diffusa in Afri- 
ca, e del morbo di Chagas (vedi il Box 6.3); il Plasmodium 
falciparum, il parassita della malaria; l’Entamoeba histolytica, 
che causa la dissenteria amebica. L'intento di progettare 
farmaci in grado di interferire con la sintesi di queste ca- 
tene oligosaccaridiche insolite, e quindi con la replicazio- 
ne dei parassiti, ha stimolato la ricerca sulle vie biosinteti- 
che di questi composti oligosaccaridici. O 

Le lectine agiscono anche all’interno della cellula per 
indirizzare le proteine di trasporto verso specifici compar- 
timenti cellulari (vedi il Capitolo 27). Per esempio, un oli- 
gosaccaride contenente mannosio 6-fosfato, riconosciuto 
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da una lectina, nel complesso di Golgi identifica le protei- 
ne neosintetizzate che devono essere trasferite ai lisosomi 
(vedi la Figura 27.39). 


e Leinterazioni lectine-carboidrati sono altamente 

specifiche e spesso polivalenti 
L’alta densità di informazioni insita nella struttura degli 
oligosaccaridi fornisce un codice saccaridico con un nu- 
mero praticamente illimitato di “parole” sufficientemen- 
te piccole da poter essere lette da una proteina. La strut- 
tura dei siti di legame dei carboidrati delle lectine presen- 
ta una complementarità tale che consente loro di inter- 
agire con un solo specifico carboidrato. Le interazioni che 
si generano a livello di questi siti sono dunque straordi- 
nariamente specifiche. [affinità tra un oligosaccaride e 
ciascun dominio di legame dei carboidrati (CBD) di una 
lectina è talvolta modesta (valori di Kj micro- o millimo- 
lari), ma viene in molti casi incrementata dalla multi- 
valenza della lectina, cioè dai molteplici domini di lega- 
me per l’oligosaccaride presenti in una singola molecola 
proteica. In un gruppo di oligosaccaridi, comunemente 
presente sulla superficie di una membrana, ciascun oli- 
gosaccaride può interagire solo con uno dei domini CBD 
della lectina, rafforzando l’interazione. Quando la cellu- 
la esprime recettori multipli, il grado di interazione può 
essere molto elevato, rendendo possibili eventi altamen- 
te cooperativi, come il legame alla cellula e il successivo 
scorrimento (vedi la Figura 7.32). 

La cristallografia ai raggi X della struttura del comples- 
so recettore del mannosio 6-fosfato/lectina ha rivelato i 
dettagli della sua interazione col mannosio 6-fosfato e spie- 
ga la specificità del legame e il ruolo di un metallo bivalen- 
te nell’interazione zucchero-lectina (Figura 7.35a). PHis!5 
forma un legame idrogeno con uno degli atomi di ossige- 


(a) 


Figura 7.35 Dettagli dell'interazione lectina-carboidrato. 

(a) Struttura del recettore del mannosio 6-fosfato bovino unito al 
mannosio 6-fosfato (PDB ID 1M6P). È mostrata l'immagine della 
superficie di una regione carica negativamente (in rosso) e di una 
carica positivamente (in blu). Il mannosio 6-fosfato è riportato con 
una struttura a bastoncino; lo ione manganese è mostrato sotto forma 
di una sfera viola. (b) Il sito di legame visto a maggior ingrandimento. 
Il mannosio 6-fosfato è legato all'Arg'" tramite un legame idrogeno 


(b) 


ed è coordinato con lo ione manganese (mostrato in dimensione 
più piccola del suo raggio di van der Waals). Ogni gruppo ossidrilico 
del mannosio è legato alla proteina con legami idrogeno. L'His'® 
genera un legame idrogeno con l'ossigeno del gruppo fosforico 

del mannosio 6-fosfato e potrebbe essere il residuo che, in forma 
protonata a basso pH, consente il rilascio del mannosio 6-fosfato nel 
lisosoma da parte del recettore. 
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no del gruppo fosforico (Figura 7.35b). Quando la protei- 
na etichettata con il mannosio 6-fosfato raggiunge il lisoso- 
ma (che ha un pH interno inferiore a quello del comples- 
so del Golgi), il recettore perde la sua affinità per il man- 
nosio 6-fosfato. Probabilmente la protonazione dell’His!95 
che si verifica in queste condizioni è responsabile della va- 
riazione di affinità. 

Oltre a queste interazioni molto specifiche, vi sono al- 
tre interazioni più generali, che contribuiscono al legame 
di molti carboidrati alle loro lectine. Per esempio, molti 
zuccheri hanno una zona più polare e una meno polare 
(Figura 7.36); la zona più polare forma legami idrogeno 
con la lectina, mentre la meno polare interagisce idrofo- 
bicamente con alcuni residui di amminoacidi non polari. 
Linsieme di tutte queste interazioni produce le associazio- 
ni ad alta specificità e affinità delle lectine per i loro car- 
boidrati. Tutto ciò rappresenta una sorta di trasferimento 
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dell’informazione fondamentale in molti processi intra- e 
intercellulari. La Figura 7.37 riassume alcune delle intera- 
zioni mediate dal codice saccaridico. 


SOMMARIO 7.4 
I carboidrati come molecole informazionali: 
il codice saccaridico 

e I monosaccaridi possono essere uniti l’uno all’altro per 
formare una varietà pressoché illimitata di oligosacca- 
ridi, che differiscono per la stereochimica e per la posi- 
zione dei legami glicosidici, per il tipo e l'orientamento 
dei gruppi sostituenti, e per il numero e il tipo delle 
ramificazioni. I glicani sono più ricchi di informazioni 
degli acidi nucleici e delle proteine. 

e Le lectine, proteine con domini di legame dei carboi- 
drati altamente specifici, si trovano comunemente 
sulla superficie esterna della cellula, dove controllano 
processi di interazione con le altre cellule. Nei verte- 
brati, i messaggi oligosaccaridici “letti” dalle lectine re- 
golano la degradazione di certi ormoni peptidici, delle 
proteine circolanti e delle cellule del sangue. 

e I patogeni di natura virale e batterica e alcuni parassi- 
ti eucariotici aderiscono alle loro cellule bersaglio for- 


Figura 7.36 Interazioni idrofobiche dei residui saccaridici. 

Le unità saccaridiche, come il galattosio, hanno un lato più polare 

(la parte alta della formula a sedia qui mostrata, con l'ossigeno 

che fa parte dell'anello e alcuni ossidrili), che può formare legami 
idrogeno con la lectina, e un lato meno polare, che può interagire 
idrofobicamente con catene laterali non polari della proteina, come i 
residui indolici del triptofano. 


Figura 7.37 Ruolo degli oligosaccaridi negli 
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(£) o infettano cellule di animali. (e) Le lectine dette 
= selectine presenti sulla membrana plasmatica di 
a — s #° certi tipi cellulari mediano le interazioni cellula- 
Enzima Enzima Ilul Il il filo el Ilul 
Residuo cellula, come quelle tra il neutrofilo e le cellule 
di mannosio endoteliali della parete dei capillari nei siti di 
6-fosfato su infezione. (f) Il recettore/lectina del mannosio 
CIMA) ROSIE 6-fosfato nella regione trans dell'apparato del 
di nuova sintesi a 1 . ; la 
Golgi si lega all'oligosaccaride degli enzimi 
Lisosoma lisosomiali, favorendo il loro trasferimento nel 


Apparato del Golgi (trans) 


lisosoma. 
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mando un legame tra le loro lectine e gli oligosaccaridi 
della superficie delle cellule bersaglio. 

e La cristallografia ai raggi X dei complessi lectine-zuc- 
cheri mostra una perfetta complementarità tra le due 
molecole, che spiega la forza e la specificità delle inte- 
razioni tra lectine e carboidrati. 


Lavorare con i carboidrati 


Il crescente interesse sul ruolo della struttura degli oli- 
gosaccaridi nei processi di segnalazione e riconoscimen- 
to biologici è stato la forza trainante che ha condotto allo 
sviluppo di metodi di analisi della struttura e della stereo- 
chimica degli oligosaccaridi complessi. L'analisi degli oli- 
gosaccaridi è complicata dal fatto che, al contrario delle 
proteine e degli acidi nucleici, gli oligosaccaridi possono 
essere ramificati e possono unirsi tra loro mediante mol- 
ti tipi di legami. L'elevata densità di carica di molti oligo- e 
polisaccaridi e la relativa labilità degli esteri solforici dei 
glicosamminoglicani sono fattori di ulteriore difficoltà. 

Peri polimeri semplici e lineari come l’amilosio, le po- 
sizioni dei legami glicosidici possono essere determina- 
te col metodo classico della metilazione completa: il po- 
lisaccaride intatto viene trattato con ioduro di metile in 
un mezzo fortemente basico, al fine di convertire tutti gli 
ossidrili liberi in esteri metilici acido-stabili; il polisacca- 
ride viene poi idrolizzato in un ambiente acido. Gli ossi- 
drili liberi presenti nei derivati monosaccaridici prodotti 
dopo l’idrolisi sono quelli che erano impegnati nei legami 
glicosidici. Per determinare la sequenza dei residui mo- 
nosaccaridici, nonché la presenza di ramificazioni, ven- 
gono utilizzate anche esoglicosidasi a specificità nota, in 
modo da rimuovere un residuo alla volta dalla(e) estre- 
mità non riducente(i). La specificità delle esoglicosidasi 
impiegate spesso permette di determinare la posizione e 
la stereochimica dei legami. 

Per l’analisi dei residui delle glicoproteine e dei glico- 
lipidi, gli oligosaccaridi vengono rilasciati in forma libera 
utilizzando enzimi purificati, come le glicosidasi, che scin- 
dono specificamente i legami O- o N-glicosidici con cui gli 
oligosaccaridi sono legati alle proteine, o come le lipasi, 
che rimuovono gruppi lipidici. In alternativa, i glicani con- 
tenenti legami O-glicosidici possono essere rimossi dalla 
glicoproteina per trattamento con idrazina. 

I singoli componenti delle miscele di carboidrati pro- 
dotte dall’idrolisi dei glicani vengono separati mediante 
una serie di metodi diversi (Figura 7.38), compresi quelli 
utilizzati per le proteine e gli amminoacidi: la separazio- 
ne frazionata con i solventi, la cromatografia a scambio io- 
nico e la cromatografia per esclusione molecolare (vedi la 
Figura 3.17). Le lectine altamente purificate, legate cova- 
lentemente a supporti insolubili, vengono comunemente 
utilizzate per la cromatografia per affinità dei carboidrati 
(vedi la Figura 3.170). 

L’idrolisi degli oligosaccaridi e dei polisaccaridi in am- 
biente fortemente acido produce una miscela di monosac- 
caridi, che possono essere identificati e quantificati utiliz- 
zando tecniche cromatografiche, al fine di ottenere la com- 
posizione dei polimeri. 
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L’analisi degli oligosaccaridi si avvale sempre più del- 
la spettrometria di massa e della spettrometria NMR a 
elevata risoluzione. La tecnica chiamata spettrometria 
di massa mediante desorbimento laser e ionizzazione as- 
sistita dalla matrice (MALDI MS) e la spettrometria di 
massa tandem (MS/MS), ambedue descritte nel Capito- 
lo 3, possono essere facilmente applicate a composti po- 
lari come gli oligosaccaridi. La MALDI MS è una tecni- 
ca molto sensibile per determinare la massa di uno ione 
molecolare (in questo caso l’intera catena oligosaccari- 
dica; Figura 7.39). La tecnica MS/MS rivela la massa del- 
lo ione molecolare e di molti suoi frammenti, che di nor- 
ma si formano per rottura dei legami glicosidici. L’analisi 
NMR da sola (vedi il Box 4.5), specialmente se applicata 
a oligosaccaridi di dimensioni modeste, può fornire nu- 
merose informazioni circa la sequenza, la posizione dei 
legami e la configurazione dei carboni anomerici. Per 
esempio, la struttura del segmento di eparina mostrato 
come un modello a spazio pieno nella Figura 7.22 è stata 
ottenuta interamente per spettrometria NMR. Procedi- 
menti automatizzati e strumenti disponibili in commer- 
cio vengono usati per la determinazione della struttura 
degli oligosaccaridi, ma l’identificazione della sequenza 
di oligosaccaridi ramificati contenenti diversi tipi di le- 
gami rimane un compito molto più difficile rispetto alla 
determinazione delle sequenze lineari delle proteine e 
degli acidi nucleici. 

Un'altra importante tecnica è quella della sintesi chimi- 
ca dei carboidrati, che si è dimostrata un ottimo strumen- 
to per la comprensione delle funzioni biologiche dei glu- 
cosamminoglicani e degli oligosaccaridi. I processi chimici 
coinvolti sono complessi, ma i chimici che si occupano dei 
carboidrati oggi sono in grado di sintetizzare corti fram- 
menti di glicosamminoglicani, con corretta stereochimi- 
ca, lunghezza della catena e distribuzione dei solfati; pos- 
sono essere così prodotti anche oligosaccaridi significati- 
vamente più complessi di quelli della Figura 7.30. La sin- 
tesi in fase solida degli oligosaccaridi è basata sugli stessi 
principi (e offre gli stessi vantaggi) della sintesi dei pep- 
tidi (vedi la Figura 3.32), ma richiede una serie di tappe 
specifiche della chimica dei carboidrati: il blocco di alcu- 
ni gruppi e l'attivazione di altri che permettano la sintesi 
di legami glicosidici tra i gruppi ossidrilici corretti. Gli ap- 
procci sintetici di questo tipo rappresentano, al momento, 
un’area di ricerca di grande interesse, in quanto è difficile 
purificare quantità adeguate di specifici oligosaccaridi da 
fonti biologiche naturali. 

Per identificare quali siano le proteine con un’affini- 
tà specifica per dei particolari oligosaccaridi, si utilizzano 
i microarray oligosaccaridici. Il principio è lo stesso dei 
microarray a DNA (vedi le Figure 9.22 e 9.23), ma i proble- 
mi tecnici sono molto più complessi. Microgocce contenen- 
ti gli oligosaccaridi puri vengono depositate su una lastra 
di vetro; la lastra viene esposta a una potenziale lectina 
(una proteina che lega i glicani) precedentemente contras- 
segnata da una molecola fluorescente (Figura 7.40). Do- 
po che sono state rimosse tutte le proteine che non si so- 
no assorbite, osservando il microarray con un microscopio 
a fluorescenza si possono identificare quali oligosaccari- 
di sono stati riconosciuti dalla lectina. La quantificazione 
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Figura 7.38 Metodi di analisi dei 
carboidrati. Un carboidrato purificato 
richiede spesso, nella prima fase dell'analisi, 
tutte e quattro le vie di indagine per una 
completa caratterizzazione. 


Polisaccaride 
purificato 
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1) Cromatografia a scambio ionico 
2) Gel-filtrazione 
3) Cromatografia per affinità mediante lectine 


Oligosaccaridi 
separati 
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ad esaurimento NMR 
Idrolisi con CH3I, Idrolisi enzimatica e spettrometria 
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Monosaccaridi completamente i IT TTI 
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: più piccoli 
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Separazione dei frammenti 
L’idrolisi acida produce presenti nella miscela 
Cromatografia liquida monosaccaridi metilati hf 
ad alta prestazione (HPLC) in ogni —OH, eccetto in Ogni oligosaccaride 
o derivatizzazione quelli coinvolti nei legami è sottoposto a metilazione o 
e cromatografia gas-liquido glicosidici ad analisi enzimatica 
v v 
Composizione Sequenza Sequenza 
della miscela Posizione(i) dei monosaccaridi; dei monosaccaridi; 
Tipi e quantità dei legami posizione posizione 
delle unità glicosidici e configurazione e configurazione 
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Figura 7.39 Separazione e quantificazione di oligosaccaridi 

di un gruppo di glicoproteine. In questo esperimento, la miscela 

di proteine estratte dal tessuto renale è stata trattata in modo da 
liberare gli oligosaccaridi dalle glicoproteine. Gli oligosaccaridi 

sono stati poi analizzati per spettrometria di massa mediante 
desorbimento laser e ionizzazione assistita dalla matrice (MALDI MS). 


Ciascun oligosaccaride produce un picco in corrispondenza della 

sua massa molecolare, e l'area del picco è una misura della quantità 
dell'oligosaccaride. Nella figura si vede che l'oligosaccaride più 
abbondante (massa di 2837,4 u) è composto da 13 residui saccaridici. 
Il metodo separa anche altri oligosaccaridi, contenenti un minimo di 7 
residui e un massimo di 19. 
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Figura 7.40 Microarray oligosaccaridici utilizzati per 


determinare la specificità e l'affinità del legame dei carboidrati 


da parte delle lectine. Soluzioni contenenti campioni puri di 


oligosaccaridi, sintetizzati o isolati da fonti naturali, vengono poste 


sotto forma di microscopiche goccioline su una lastra di vetro. 
Le molecole in esame vengono attaccate al vetro tramite uno 


spaziatore inerte. Ciascuna gocciolina posata sul vetro rappresenta 


un oligosaccaride differente. La proteina che deve essere testata 


per la sua affinità per gli oligosaccaridi viene prima coniugata a un 


marcatore fluorescente, poi trasferita sopra la lastra di vetro per il 


tempo necessario per raggiungere l'equilibrio. Le proteine che non 
si sono legate vengono poi rimosse. L'osservazione del microarray in 
un microscopio a fluorescenza evidenzia quali goccioline abbiano 


assorbito la proteina (appaiono colorate in verde brillante). La 


quantificazione dell'intensità della fluorescenza fornisce una misura 


dell'affinità di legame della proteina per l'oligosaccaride. 


© 978-88-08-26148-9 


dell'intensità della fluorescenza di una microgoccia forni- 
sce una misura approssimativa dell’affinità dell’oligosac- 
caride per la lectina. 


SOMMARIO 7.5 
Lavorare con i carboidrati 

e Per stabilire la struttura completa degli oligosaccari- 
di e dei polisaccaridi è necessario determinare le se- 
quenze dei tratti lineari, le posizioni delle ramifica- 
zioni, la configurazione di ogni unità monosaccaridica 
e la posizione dei legami glicosidici, un problema più 
complesso dell’analisi delle proteine e degli acidi nu- 
cleici. 

e La struttura degli oligosaccaridi e dei polisaccaridi è 
normalmente determinata da una combinazione di 
metodi: l’idrolisi enzimatica specifica per determina- 
re la stereochimica e produrre frammenti più piccoli 
per ulteriori analisi; la metilazione per localizzare i 
legami glicosidici; la degradazione a tappe per deter- 
minare la sequenza e la configurazione dei carboni 
anomerici. 

e La spettrometria di massa e la spettroscopia NMR ad 
alta risoluzione, applicabili a piccoli campioni di car- 
boidrati, forniscono informazioni essenziali sulla se- 
quenza e sulla configurazione dei carboni anomerici e 
di altri atomi di carbonio, nonché sulla posizione dei 
legami glicosidici. 

e I metodi di sintesi in fase solida generano oligosaccari- 
di a sequenza ben definita, che possono essere di gran- 
de aiuto nello studio delle interazioni lectine-oligosac- 
caridi, e possono anche rivelarsi potenzialmente utili 
nella pratica clinica. 

e I microarray di oligosaccaridi puri sono utili nel deter- 
minare la specificità e l'affinità di legame di una lecti- 
na a uno specifico oligosaccaride. 


N Termini chiave 
=} Iterminiin grassetto sono definiti nel glossario. & 


aldosio 252 

amido 264 

anomeri 255 
carboidrato 251 
carbonio anomerico 255 
cellulosa 265 


glicano 263 
glicazione 
dell'emoglobina 260 
glicoconiugato 251 
glicogeno 264 
glicomica 275 
chetosio 252 glicoproteine 271 
condroitin solfato 270 glicosamminoglicani 
disaccaride 251 269 

emiacetali 253 glicosfingolipidi 271 
emichetali 253 glipicano 272 


eparan solfato 270 
epimeri 253 
estremità 
riducente 260 
formule proiettive 

di Fischer 252 
formule prospettiche 
di Haworth 255 
furanosio 255 


ialuronano 260 
lectina 277 

legami O-glicosidici 
260 

matrice extracellulare 
(ECM) 268 
microarray 
oligosaccaridici 282 
monosaccaride 251 
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mutarotazione 256 
oligosaccaride 251 
piranosio 255 
polisaccaride 251 


proteoglicani 271 
selectine 278 
sindecano 272 
zuccheri riducenti 257 
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= Problemi 
» 
jÀ 


Polialcoli. Nei derivati dei monosaccaridi detti anche 
polialcoli, l'ossigeno carbonilico viene ridotto a gruppo 
ossidrilico. Per esempio, la p-gliceraldeide viene ridot- 
ta a glicerolo. Però questo polialcole non può più esse- 


re denominato D o L. Perché? 


2. Riconoscere gli epimeri. Utilizzando la Figura 7.3, 
identificate gli epimeri (a) del p-allosio, (b) del p-gu- 


losio, e (c) del p-ribosio in C-2, C-3 e C-4. 


3. Il punto di fusione dei derivati osazonici dei mo- 
nosaccaridi. Molti carboidrati reagiscono con la feni- 
lidrazina (CXH;NHNH;) formando derivati cristallini 


di colore giallo brillante noti come osazoni: 


H NW (0) 
o H_ fa NNHC;H; 
H_- 7 OH  C5H;NHNH, 7 NNHC;H; 
— NS si (ii 
OH_-C-H OH_-C_-H 
H_ 1 OH H=- dia OH 
H_ I oH H_ i OH 
e CH, OH 
Glucosio Derivato osazonico 


del glucosio 


Il punto di fusione di questi derivati può essere de- 
terminato facilmente ed è caratteristico di ogni deri- 
vato. Questa informazione è stata usata per identifi- 
care i monosaccaridi prima dello sviluppo delle tec- 
niche HPLC o gas-cromatografiche. Di seguito sono 
elencati i punti di fusione di alcuni derivati osazoni- 


ci di aldosi. 


Methods in Enzymology, Vol. 417 Academic Press, Inc., 


Methods in Enzymology, Vol. 415, Academic Press, Inc., 


Methods in Enzymology, Vol. 416, Academic Press, Inc., 


Di 


11. 


Punto di fusione 


© 978-88-08-26148-9 


Punto di fusione 


del monosaccaride del derivato 


Monosaccaride anidro (°C) osazonico (°C) 
Glucosio 146 205 
Mannosio 132 205 
Galattosio 165-168 201 
Talosio 128-130 201 


Come mostra la tabella, alcune coppie di derivati han- 
no lo stesso punto di fusione, anche se i punti di fusio- 
ne dei monosaccaridi non derivatizzati sono diversi. 
Perché il glucosio e il mannosio, così come il galatto- 
sio e il talosio, formano derivati osazonici con lo stesso 
punto di fusione? 
Configurazione e conformazione. Quali legami 
dell’a-p-glucosio devono essere rotti, per cambiare la 
sua configurazione in }-p-glucosio? Quali legami de- 
vono invece essere rotti per convertire il p-glucosio in 
p-mannosio? E quale(i) legame(i) per convertire una 
forma “a sedia” del p-glucosio nell’altra? 
Deossizuccheri. Il p-2-deossigalattosio corrisponde al 
p-2-deossiglucosio? Spiegate la vostra risposta. 
Strutture degli zuccheri. Descrivete le caratteristi- 
che strutturali e le differenze di ciascuna delle seguen- 
ti coppie: (a) cellulosa e glicogeno; (b) p-glucosio e 
p-fruttosio; (c) maltosio e saccarosio. 
Zuccheri riducenti. Scrivete le formule di struttura 
dell’a-p-glucosil-(1+ 6)-p-mannosammina, e indicate 
la porzione di ciascuna formula che rende il composto 
riducente. 
Emiacetali e legami glicosidici. Spiegate la differen- 
za tra un emiacetale e un glicoside. 
Il sapore del miele. Nel miele il fruttosio è principal- 
mente nella forma }-p-piranosica. Questa è una del- 
le sostanze più dolci che si conoscano, circa due volte 
più dolce del glucosio. La forma f furanosica del frut- 
tosio è molto meno dolce. La dolcezza del miele dimi- 
nuisce alle alte temperature. Lo sciroppo di mais ricco 
di fruttosio (un prodotto commerciale in cui molto del 
glucosio del mais è stato convertito in fruttosio) viene 
usato per addolcire le bevande fredde, ma non quelle 
calde. Quale proprietà chimica del fruttosio può spie- 
gare queste osservazioni? 

: La glucosio ossidasi nella determinazione del 

glucosio nel sangue. L'enzima glucosio ossidasi 

isolato dalla muffa di Penicillium notatum catalizza l’os- 
sidazione del B-p-glucosio a p-glucono-d-lattone. Que- 
sto enzima è altamente specifico per l’anomero p del 
glucosio e non ha alcun effetto sull’anomero a. La rea- 
zione catalizzata dalla glucosio ossidasi viene ugual- 
mente utilizzata nel dosaggio del glucosio totale del 
sangue in ambito clinico, cioè su soluzioni che conten- 
gono miscele di a- e B-p-glucosio. Potete spiegare per- 
ché? Oltre alla possibilità di determinare anche picco- 
le quantità di glucosio, quali vantaggi si hanno a usare 
la reazione della glucosio ossidasi invece che il reagen- 
te di Fehling nella valutazione della concentrazione di 
questo zucchero nel sangue? 
Linvertasi “inverte” il saccarosio. L’idrolisi del sacca- 
rosio (rotazione specifica +66,5°) produce una miscela 
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equimolare di p-glucosio (rotazione specifica +52,5°) 

e di p-fruttosio (rotazione specifica —92°). (Vedi il Pro- 

blema 4 per i dettagli sulla rotazione specifica.) 

(a) Suggerite un sistema idoneo per determinare la ve- 
locità di idrolisi del saccarosio da parte di una pre- 
parazione enzimatica estratta dall’intestino tenue. 

(b) Spiegate perché la miscela equimolare di p-glucosio 
e di p-fruttosio che si forma dopo idrolisi del sacca- 
rosio viene detta zucchero invertito nell’industria 
alimentare. 

(c) Lenzima invertasi (ora comunemente definito sac- 
carasi) viene fatto agire in una soluzione di saccaro- 
sio al 10% (0,1 g/mL) fino a che l’idrolisi è comple- 
ta. Quale rotazione ottica potrebbe essere osservata 
in una cella di 10 cm? (Ignorate il possibile piccolo 
contributo dell’enzima.) 

12. Produzione di cioccolatini ripieni. La produzione di 
cioccolatini con un ripieno liquido rappresenta un’in- 
teressante applicazione di ingegneria enzimatica. Il li- 
quido interno aromatizzato è costituito in gran parte 
da una soluzione acquosa di zuccheri ricchi di frutto- 
sio per dare un sapore dolce. Il dilemma tecnico è ora il 
seguente: il rivestimento di cioccolato deve essere pre- 
parato versando il cioccolato caldo e fuso su un nucleo 
solido (o quasi solido), ma il prodotto finale deve ave- 
re un nucleo liquido ricco di fruttosio. Ideate un modo 
per risolvere questo problema. (Suggerimento: la solu- 
bilità del saccarosio è molto più bassa di quella di una 
miscela di glucosio e di fruttosio.) 

13. Anomeri del saccarosio? Mentre esistono due forme 
anomeriche per il lattosio, non sono state identificate 
forme anomeriche per il saccarosio. Sapete spiegare 
perché? 

14. Gentiobiosio. Il gentiobiosio (p-Glc(P1- 6)p-Glc) è 
un disaccaride che si trova in alcuni glicosidi delle 
piante. Scrivete la formula di struttura del gentiobio- 
sio, sulla base del nome abbreviato scritto sopra. Si 
tratta di uno zucchero riducente? Va incontro a mu- 
tarotazione? 

15.Identificare gli zuccheri riducenti. LN-acetil-}-D- 
glucosammina (Figura 79) è uno zucchero riducente? 
E il p-gluconato? Il disaccaride GleN(a1-10)Glc è 
uno zucchero riducente? 

16. Digestione della cellulosa. La cellulosa potrebbe es- 
sere una fonte ampiamente diffusa e abbondante di 
glucosio. Ma l’uomo non può digerirla. Perché? Se vi 
venisse offerta l'opportunità di acquisire la possibili- 
tà di digerire la cellulosa, accettereste? Commentate 
la risposta. 

17. Proprietà fisiche della cellulosa e del glicogeno. La 
cellulosa praticamente pura che si ottiene dalle fibre 
dei semi della pianta Gossypium (cotone) è resistente, 
fibrosa e completamente insolubile in acqua. Al contra- 
rio, il glicogeno ottenuto dal muscolo o dal fegato si di- 
scioglie facilmente in acqua calda, formando una solu- 
zione torbida. Anche se hanno proprietà fisiche marca- 
tamente diverse, entrambe le sostanze sono composte 
da polimeri di p-glucosio uniti da legami (1-4) e han- 
no una massa molecolare comparabile. Quali caratte- 
ristiche della loro struttura determinano queste diffe- 
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renze nelle proprietà fisiche dei due polimeri? Spiegate 
i vantaggi biologici che derivano da queste proprietà. 


18. Dimensioni di un polisaccaride. Confrontate le di- 


mensioni di una molecola di cellulosa e di una mole- 
cola di amilosio, entrambe con M, pari a 200 000. 


19. La velocità di crescita del bambù. Le canne di bam- 


bù possono crescere alla velocità impressionante di 0,3 
m al giorno nelle condizioni ottimali. Dato che gli steli 
sono composti quasi esclusivamente di fibre di cellu- 
losa orientate nella direzione della crescita, calcolate il 
numero di residui di glucosio per secondo che devono 
essere aggiunti enzimaticamente alle catene di cellu- 
losa in fase di crescita per sostenere una simile veloci- 
tà di allungamento. Ogni molecola di p-glucosio nella 
fibra di cellulosa è lunga circa 0,5 nm. 


20. Il glicogeno come riserva energetica: quanto a lun- 


go può volare un uccello? Fin dall'antichità è noto 
che certi tipi di selvaggina, come il gallo cedrone, la 
quaglia e il fagiano, si affaticano facilmente. Lo stori- 
co greco Senofonte scrisse: “Le ottarde... possono es- 
sere catturate se si è rapidi a rincorrerle, in quanto vo- 
lano, come le pernici, solo per una breve distanza e si 
stancano presto; e la loro carne è deliziosa”. I muscoli 
alari della selvaggina dipendono per le loro necessità 
energetiche quasi completamente dall’uso del glucosio 
1-fosfato per produrre energia nella forma di ATP (ve- 
di il Capitolo 14). Nella selvaggina, il glucosio 1-fosfa- 
to si forma dalla demolizione del glicogeno conservato 
nel muscolo, a opera dell’enzima glicogeno fosforilasi. 
La velocità di produzione di ATP è limitata dalla velo- 
cità di demolizione del glicogeno. Durante un “volo di 
fuga” la velocità di demolizione del glicogeno da parte 
della selvaggina è relativamente alta, circa 120 pmoli/ 
min di glucosio 1-fosfato prodotto per grammo di tes- 
suto fresco. Dato che i muscoli alari in media conten- 
gono lo 0,35% in peso di glicogeno, calcolate quanto a 
lungo possono volare questi uccelli. (Considerate che 
il peso molecolare medio di un residuo di glucosio nel 
glicogeno sia 162 g/mole.) 


21. Stabilità relativa di due conformeri. Spiegate per- 


ché le due strutture mostrate nella Figura 7.18b sono 
energeticamente differenti (differenti in stabilità). Sug- 
gerimento: vedi la Figura 1.22. 


22.I1 volume del condroitin solfato in soluzione. Una 


delle funzioni del condroitin solfato è quella di agire da 
lubrificante nelle giunzioni scheletriche formando un 
mezzo simile a un gel che risulta elastico sia alla frizio- 
ne sia alla compressione. Questa funzione sembra esse- 
re dovuta a una caratteristica proprietà del condroitin 
solfato: il volume occupato da ogni molecola è molto 
maggiore in soluzione che nello stato deidratato. Per- 
ché il volume di questa molecola è molto più grande 
in soluzione? 


23. Interazioni dell’eparina. L’eparina, un glico- 


samminoglicano con molte cariche negative, è 
usata in clinica come anticoagulante. Essa agisce legan- 
do diverse proteine plasmatiche, tra cui l’antitrombina 
III, un inibitore della coagulazione del sangue. L’asso- 
ciazione di una molecola di eparina con una di anti- 
trombina III determina nella proteina una modifica- 
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24. 


25. 


26. 


27. 


zione conformazionale che aumenta considerevolmen- 
te la sua capacità di inibire la coagulazione. Quali resi- 
dui amminoacidici dell’antitrombina III potrebbero 
interagire con l’eparina? 

Permutazioni di un trisaccaride. Pensate a come si 
potrebbe determinare il numero di tutti i possibili tri- 
saccaridi formati dall’N-acetilglucosammina 4-solfato 
(GIcNAc4S) e dall’acido glucuronico (GlcA), e scrivete 
le formule di dieci di essi. 

Effetto dell’acido sialico sulla separazione elet- 
troforetica su gel di poliacrilammide in presenza 
di SDS. Supponete di avere due diverse forme di una 
stessa proteina, le cui sequenze amminoacidiche sia- 
no identiche, ma con nessuna catena polisaccaridica le- 
gata, o con una, due, tre catene legate, terminanti con 
un residuo di acido sialico. Disegnate il risultato che vi 
aspettereste di ottenere se una miscela delle quattro 
proteine venisse sottoposta a separazione elettrofore- 
tica su gel di poliacrilammide in SDS (vedi la Figura 
3.18) e a successiva colorazione per le proteine. Iden- 
tificate ciascuna banda elettroforetica. 

Contenuto di informazioni negli oligosaccaridi. La 
porzione saccaridica di alcune glicoproteine può servi- 
re da sito di riconoscimento. Per svolgere questa fun- 
zione la parte oligosaccaridica delle glicoproteine de- 
ve poter avere forme caratteristiche e diverse tra lo- 
ro. Come è possibile produrre la più grande varietà di 
strutture, formando oligopeptidi a partire da cinque 
amminoacidi diversi oppure formando oligosaccaridi 
a partire da cinque diversi monosaccaridi? Spiegate la 
vostra risposta. 

Determinazione del numero di ramificazioni pre- 
senti nell’amilopectina. Le ramificazioni [il numero 
di legami glicosidici (a1+ 6)] dell’amilopectina posso- 
no essere determinate mediante la seguente procedu- 
ra. Un campione di amilopectina, di cui conosciamo il 
peso, viene trattato con un agente metilante (ioduro 
di metile) fino a esaurimento della reazione; tutti gli 
atomi di idrogeno dei gruppi ossidrilici dello zucche- 
ro sono sostituiti con gruppi metilici, cioè gli —OH so- 
no convertiti in —OCHs. Vengono poi idrolizzati tutti 
i legami glicosidici del campione trattato in una solu- 
zione acida. Alla fine viene determinata la quantità di 
2,3-di-O-metilglucosio nell’idrolizzato. 


CH,0H 


H OCHz 
2,3-Di-O-metilglucosio 


(a) Spiegate il principio in base al quale opera questo 
procedimento di determinazione del numero di ra- 
mificazioni (a1+ 6) dell’amilopectina. Che cosa ac- 
cade ai residui di glucosio non presenti nei punti di 
ramificazione durante la procedura di metilazione 
e di idrolisi? 

(b) Un campione di 258 mg di amilopectina, trattata 
come descritto prima, rende 12,4 mg di 2,3-di-O- 
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metilglucosio. Determinate quale percentuale di 
residui di glucosio dell’amilopectina contiene ra- 
mificazioni (a1— 6). (Considerate che il peso mo- 
lecolare di un residuo di glucosio nell’amilopectina 
sia di 162 g/mole.) 


28. Analisi della struttura di un polisaccaride. Un poli- 


saccaride con una struttura sconosciuta è stato isolato e 
sottoposto a metilazione fino a esaurimento e poi idro- 
lizzato. l’analisi dei prodotti generati ha rivelato la pre- 
senza di tre zuccheri metilati nel rapporto di 20:1:1. Gli 
zuccheri erano il 2,3,4-tri-O-metil-p-glucosio, il 2,4-di- 
O-metil-p-glucosio e il 2,3,4,6-tetra-O-metil-p-glucosio. 
Qual è la struttura del polisaccaride? 


=d Problema sull’analisi dei dati 
ila 


29. Determinazione della struttura degli antigeni dei 


gruppi sanguigni ABO. Il sistema dei gruppi sangui- 

gni ABO è stato scoperto nel 1901, e nel 1924 è stato di- 

mostrato che questo tratto dipende da un singolo locus 

genico con tre alleli. Nel 1960 W.T.J. Morgan pubblicò 
uno studio in cui riassumeva quello che all’epoca era 
noto sulla struttura delle molecole antigeniche ABO. 

Quando l’articolo fu pubblicato non erano ancora no- 

te le strutture degli antigeni A, B e O. Il lavoro di Mor- 

gan è un esempio di come appare la ricerca scientifica 

“n corso d’opera”. 

Quando si vuole determinare la struttura di un compo- 

sto di importanza biologica, due sono i problemi prin- 

cipali da affrontare: (1) se non si sa come è costituito 

il composto, come si fa a sapere se è puro? (2) Se non 

si sa come è costituito il composto, come si fa a essere 

sicuri che le metodiche di estrazione e purificazione 
non ne abbiano alterato la struttura? Morgan affrontò 

il primo problema avvalendosi di approcci diversi. Un 

metodo descritto nel suo lavoro (pagina 312) consiste 

nell’ottenere “valori analitici costanti dopo vari test di 

solubilità frazionata”. In questo caso i “valori analitici” 

erano un'espressione della composizione chimica, del 
punto di fusione, e così via, del composto. 

(a) Basandovi su quanto avete appreso sulle tecniche 
chimiche, che cosa intendeva Morgan per “test di 
solubilità frazionata”? 

(b) Perché i valori analitici ottenuti dai test di solubi- 
lità frazionata di una sostanza pura devono essere 
costanti, mentre quelli di una sostanza impura non 
lo sono? 

Morgan affrontò il secondo problema utilizzando un 

saggio per la misura dell’attività immunologica della 

sostanza presente in diversi campioni. 

(c) Perché era importante per Morgan, specialmente 
riguardo al secondo problema, che il saggio di atti- 
vità fosse quantitativo (misura del livello di attivi- 
tà) piuttosto che semplicemente qualitativo (verifi- 
ca della semplice presenza o assenza dell’attività)? 

La struttura degli antigeni di gruppo sanguigno è mo- 

strata nella Figura 10.15. Nel suo lavoro (pagina 314) 

Morgan ha elencato numerose proprietà dei tre anti- 

geni, A, B, e O, all’epoca conosciuti. 
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1. Lantigene di tipo B ha un contenuto maggiore di 
galattosio degli antigeni A e O. 

2. L’antigene di tipo A contiene più amminozuccheri 
degli antigeni B e O. 

3. Il rapporto glucosammina/galattosammina dell’an- 
tigene A è approssimativamente 1,2; per l’antigene 
Bè2,5. 

(d) Quale(i) di questi risultati è (sono) in linea con le 
strutture note degli antigeni di gruppo sanguigno? 

(e) Com'è possibile spiegare le discrepanze tra i dati di 
Morgan e le strutture note? 

In un lavoro successivo Morgan e collaboratori utilizza- 

rono una tecnica più raffinata per ottenere informazio- 

ni sulla struttura degli antigeni di gruppo sanguigno. 

Erano stati isolati nel frattempo enzimi che degradano 

specificamente gli antigeni, ma erano disponibili solo 

sotto forma di preparazioni grezze, forse contenenti 
più di un enzima a specificità ignota. La degradazione 
degli antigeni del gruppo sanguigno da parte di questi 
enzimi poteva essere inibita dall’aggiunta di particola- 
ri molecole di zuccheri. Solo gli zuccheri che si trova- 
vano negli antigeni erano inibitori. Una preparazione 
enzimatica, ottenuta da Trichomonas foetus, degrada- 

va tutti e tre gli antigeni, ed era inibita dall’aggiunta di 

particolari zuccheri. I risultati di questi studi vengono 
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Per l’antigene O, il confronto tra un campione di con- 
trollo e uno contenente l’L-fucosio dimostra che lo zuc- 
chero inibisce la degradazione dell’antigene. In questo 
caso si tratta di inibizione da prodotto, poiché un ec- 
cesso del prodotto di reazione sposta l'equilibrio della 
reazione, impedendo l’ulteriore demolizione del sub- 
strato. 

(f) Anche se l’antigene O contiene galattosio, N-ace- 
tilglucosammina e N-acetilgalattosammina, nes- 
suno di questi composti inibisce la degradazione 
dell’antigene. Sulla base di questi dati, l'enzima da 
T. foetus è una endoglicosidasi o una esoglicosida- 
si? (Le endoglicosidasi scindono i legami interni; le 
esoglicosidasi scindono i legami uno per volta, ini- 
ziando dalla terminazione del polimero.) Commen- 
tate la vostra risposta. 

(g) Il fucosio è presente negli antigeni A e B. Basan- 
dovi sulla struttura di questi antigeni, perché il fu- 
cosio non impedisce la loro degradazione da parte 
dell'enzima di T. foetus? Quale struttura viene pro- 
dotta? 

(h) Quali dei risultati in (f) e (g) sono in accordo con le 
strutture mostrate nella Figura 10.15? Commenta- 
te la risposta. 


riassunti nella tabella che segue, in cui sono riportate 
le percentuali di substrato che rimaneva intatto quan- 
do l'enzima del T. foetus agiva sugli antigeni di gruppo 
in presenza di zuccheri inibitori. 
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Substrato intatto (%) 


Antigene Antigene Antigene 

Zucchero aggiunto A B (0) 

Controllo: nessuno zucchero 3 1 1 
L-Fucosio 3 1 100 
p-Fucosio 3 1 1 
L-Galattosio 3 1 3 
p-Galattosio 6 100 1 
N-Acetilglucosammina 3 1 1 
N-Acetilgalattosammina 100 6 1 
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nucleotidi svolgono un numero considerevole di fun- 

zioni a supporto del metabolismo cellulare. Essi rap- 

presentano la forma di energia che viene utilizzata nel- 
le attività metaboliche; si comportano anche da segnali 
chimici per alcuni sistemi cellulari che rispondono a or- 
moni o ad altri stimoli extracellulari, e sono i componen- 
ti strutturali di un certo numero di cofattori enzimatici e 
intermedi metabolici. I nucleotidi sono i costituenti degli 
acidi nucleici: l’acido deossiribonucleico (DNA) e l’acido 
ribonucleico (RNA), i depositari molecolari dell’informa- 
zione genetica. La struttura di ogni proteina, e in ultima 
analisi di qualsiasi biomolecola e componente cellulare, 
è il prodotto di un’informazione programmata nella se- 
quenza nucleotidica degli acidi nucleici di una cellula. La 
capacità di conservare e trasmettere l'informazione gene- 
tica da una generazione alla successiva è una condizione 
fondamentale per la vita. 

In questo capitolo diamo uno sguardo generale alla na- 
tura chimica dei nucleotidi e degli acidi nucleici presen- 
ti nella maggior parte delle cellule; nella Parte 3 di questo 
testo esamineremo più in dettaglio le funzioni degli aci- 
di nucleici. 


Alcune nozioni di base 


(i) Nucleotides, Building Blocks of Nucleic Acids La sequenza ammi- 
noacidica di ogni proteina e la sequenza nucleotidica di 
ogni molecola di RNA in una cellula sono specificate dal- 
la sequenza nucleotidica del DNA cellulare. Un segmen- 
to di DNA che contiene le informazioni necessarie per la 
sintesi di un prodotto biologico funzionale, come una pro- 
teina o un RNA, viene detto gene. Una cellula in genere 
ha molte migliaia di geni, e le molecole di DNA tendono 
ovviamente a essere molto grandi. La conservazione e la 
trasmissione dell’informazione genetica sono le sole fun- 
zioni note del DNA. 

Gli RNA hanno un ampio spettro di funzioni e le cellu- 
le ne contengono molti tipi diversi. Gli RNA ribosomiali 


(rRNA) sono componenti strutturali dei ribosomi, i com- 
plessi dove ha luogo la sintesi delle proteine. Gli RNA mes- 
saggeri (mRNA) sono intermediari che portano l’informa- 
zione da uno o pochi geni al ribosoma, dove vengono sin- 
tetizzate le proteine corrispondenti. Gli RNA di trasfe- 
rimento (transfer RNA, tRNA) sono molecole adattatri- 
ci che traducono fedelmente le informazioni presenti in 
una molecola di mRNA in una specifica sequenza di am- 
minoacidi. Oltre a queste classi principali vi sono altri tipi 
di RNA con specifiche funzioni, di cui ci occuperemo nel- 
la Parte 3 del volume. 


e Inucleotidie gli acidi nucleici contengono basi azotate 
e pentosi 

I nucleotidi hanno tre componenti caratteristici: (1) una 
base azotata (contenente azoto); (2) un pentosio; (3) uno 0 
più gruppi fosforici (Figura 8.1). La molecola senza gruppi 
fosforici è detta nucleoside. Le basi azotate sono deriva- 
ti di due precursori, la pirimidina e la purina. Le basi e i 
pentosi dei comuni nucleotidi sono composti eterociclici. 


Base 
purinica 
0 pirimidinica 


O. 
Fosfato 
Pentosio 
(a) 
H H 
C pro N 
n° ‘cu NT 5077 
Por dii 
5 ; 9 
HC%, CH SN 
N H 
(b) Pirimidina Purina 


Figura 8.1 Struttura dei nucleotidi. (a) Struttura generale 

dei nucleotidi, con la numerazione convenzionale degli atomi 
dell'anello del pentosio. Questa struttura è un ribonucleotide. Nei 
deossiribonucleotidi il gruppo ossidrilico —OH nella posizione 2' (in 
rosso) viene sostituito da un atomo di idrogeno (—H). (b) | composti 
da cui derivano le basi puriniche e pirimidiniche dei nucleotidi e 
degli acidi nucleici; anche in questo caso è indicata la numerazione 
convenzionale. 
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59 Gli atomi di carbonio e di azoto dei due precursori 


vengono numerati secondo una convenzione che permet- 
te di facilitare il riconoscimento dei derivati purinici e pi- 
rimidinici. La convenzione per l’anello del pentosio segue 
invece le regole enunciate nel Capitolo 7 Dobbiamo però 
tenere presente che nei pentosi dei nucleotidi e dei nucleo- 
sidi gli atomi di carbonio vengono identificati anche con 
il segno ’ (si legge “primo”), per distinguerli dagli atomi di 
carbonio delle basi azotate. 


La base di un nucleoside è unita covalentemente me- 
diante l’atomo N-1 delle pirimidine oppure l’atomo N-9 
delle purine con il carbonio 1’ del pentosio, formando un 
legame N-p-glicosidico, e il gruppo fosforico è esterifica- 
to al carbonio in posizione 5’. Il legame N-f-glicosidico si 
forma per eliminazione degli “elementi” dell’acqua (un os- 
sidrile del pentosio e un idrogeno della base) come nella 
formazione dei legami O-glicosidici (vedi la Figura 730). 

Sia il DNA che PRNA contengono due basi puriniche 
principali, l’adenina (A) e la guanina (G), e due basi piri- 
midiniche principali. Sia nel’RNA che nel DNA una del- 
le due basi pirimidiniche è la citosina (C), ma la seconda 
non è la stessa: nel DNA è la timina (T), nell’RNA è l’ura- 
cile (U). Solo raramente la timina si trova nell’RNA e l’u- 
racile nel DNA. La Figura 8.2 mostra le strutture delle cin- 
que basi principali. La nomenclatura dei loro corrispon- 
denti nucleotidi e nucleosidi è riportata nella Tabella 8.1. 

Negli acidi nucleici sono presenti due tipi di pentosio. 
Le unità deossiribonucleotidiche ricorrenti nel DNA con- 
tengono il 2'-deossi-D-ribosio, mentre le unità ricorren- 
ti nell’RNA contengono il p-ribosio. Nei nucleotidi ambe- 
due i tipi di pentosio sono nella loro forma B-furanosica 
(anello a cinque termini). Come mostrato nella Figura 3.3, 
la struttura ad anello a cinque termini non è planare, ma 


è 
C Cc 
2% N 7%> N 
N° \ HNT “CT \ 
ui | i i I CH 
piro = 7 
N N 
N H HoN N H 
Adenina Guanina 
Purine 
Di Ù ] 
C C CH 
Pda N 
veto CT 
CH PACS _CH PA _CH 
o NT o N o N 
H H H 
Citosina Timina Uracile 
(DNA) (RNA) 
Pirimidine 


Figura 8.2 Le principali basi puriniche e pirimidiniche degli 
acidi nucleici. Alcuni nomi comuni di queste basi riflettono le 
circostanze della loro scoperta. La guanina, per esempio, fu isolata 
per la prima volta dal guano (escrementi degli uccelli) e la timina fu 
isolata per la prima volta dal timo. 
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BM Tabella 8.1 Nomenclatura dei nucleotidi e degli acidi 


nucleici 
Base Nucleoside* Nucleotide * Acido nucleico 
Purine 
Adenina Adenosina Adenilato RNA 
Deossiadenosina Deossiadenilato DNA 
Guanina Guanosina Guanilato RNA 
Deossiguanosina Deossiguanilato DNA 
Pirimidine 
Citosina Citidina Citidilato RNA 
Deossicitidina Deossicitidilato DNA 
Timina Timidinao Timidilato o DNA 
deossitimidina deossitimidilato 
Uracile Uridina Uridilato RNA 


*“Nucleoside” e “nucleotide” sono termini generici che comprendono sia le for- 
me ribonucleotidiche sia quelle deossiribonucleotidiche. Si noti che i ribonucleo- 
sidi e i ribonucleotidi sono indicati semplicemente come nucleosidi o nucleotidi 
(per esempio, la riboadenosina viene detta semplicemente adenosina), e i deos- 
siribonucleosidi e i deossiribonucleotidi come deossinucleosidi e deossinucleoti- 
di (quindi, la deossiriboadenosina diventa deossiadenosina). Entrambi i nomi so- 
no corretti, ma vengono utilizzati più frequentemente quelli più brevi. La timina 
è un’eccezione; il termine “ribotimidina” viene usato per indicare la presenza di 
una base insolita nell’RNA. 


può assumere diverse conformazioni sfalsate, generalmen- 
te descritte come “raggrinzimenti” (puckering) dell’anello. 


59 Anche se il DNA e RNA sembrano possedere due 


caratteri distintivi, cioè la presenza di due diversi pento- 
si e dell’uracile nell’RNA e della timina nel DNA, in realtà 
è il pentosio che caratterizza un acido nucleico. Se l'acido 
nucleico contiene il 2'-deossi-p-ribosio, esso è per defini- 
zione un DNA, anche se nella sua sequenza talvolta è pre- 
sente l’uracile. Allo stesso modo, se l’acido nucleico contie- 
ne D-ribosio, esso è per definizione un RNA, indipenden- 
temente dalle sue basi. 


La Figura 8.4 presenta le strutture e la nomenclatura dei 
quattro principali deossiribonucleotidi (deossiribonu- 
cleosidi 5'-monofosfato), le unità strutturali del DNA, e dei 
quattro principali ribonucleotidi (ribonucleosidi 5'-mo- 
nofosfato), le unità strutturali dell’RNA. 

Anche se i nucleotidi che contengono le basi principali 
sono i più comuni, sia il DNA che PRNA possono avere an- 
che altri tipi di basi (basi minori; Figura 8.5). Nel DNA la 
maggior parte delle basi minori è costituita da forme me- 
tilate delle basi più comuni. Inoltre in alcuni DNA vira- 
li alcune basi possono essere ossidrilate o glicosilate. Nel 
DNA, esse svolgono ruoli importanti nella regolazione e 
nella protezione dell’informazione genetica. Anche negli 
RNA, specialmente nei tRNA, sono presenti molti altri ti- 
pi di basi minori (vedi la Figura 8.25 e la Figura 26.22). 


59 La nomenclatura delle basi minori è un po’ confusa. 


Come per la maggior parte delle basi, queste ultime pos- 
sono avere un nome comune, per esempio l’ipoxantina, 
mostrata in forma di nucleoside nella Figura 8.5. Quando 
viene sostituito un atomo nell’anello purinico o pirimidi- 
nico, per convenzione (che è stata adottata nel testo) vie- 
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H_- o OH 
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CH,0H 
(a) Aldeide p-Furanosio 


Figura 8.3 Conformazioni del ribosio. (a) In soluzione, le forme 
a catena aperta (aldeidica) e ad anello (B-furanosica) del ribosio 
sono in equilibrio. L'RNA contiene soltanto la forma ad anello, 

il B-p-ribofuranosio. Il deossiribosio va incontro in soluzione a 
interconversioni simili, ma nel DNA ha solo la forma di B-2'-deossi-p- 
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ribofuranosio. (b) Nei nucleotidi, l'anello ribofuranosico può trovarsi 
in quattro diverse conformazioni “raggrinzite” In tutti i casi, quattro 
dei cinque atomi sono complanari. Il quinto (il C-2' o il C-3') può 
essere sullo stesso lato (endo) oppure sul lato opposto (eso) del piano 
in cui si trova l'atomo C-5'. 


NH; 
cH 
ni a 
ON 
9 
Te O 
O 
H H 
oH H od H (O)e ssi oH H 
Nucleotide: Deossiadenilato Deossiguanilato Deossitimidilato Deossicitidilato 
(deossiadenosina (deossiguanosina (deossitimidina (deossicitidina 
5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 
Simboli: A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP C, dC, dCMP 
Nucleoside: Deossiadenosina Deossiguanosina Deossitimidina Deossicitidina 


(a) Deossiribonucleotidi 


o 
07° (0) 
O 
oH OH oH OH oH oH OH OH 

Nucleotide: Adenilato (adenosina Guanilato (guanosina Uridilato (uridina Citidilato (citidina 

5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 5'-monofosfato) 
Simboli: A, AMP G, GMP U, UMP C, CMP 
Nucleoside: Adenosina Guanosina Uridina Citidina 


(b) Ribonucleotidi 


Figura 8.4 Deossiribonucleotidi e ribonucleotidi degli acidi 
nucleici. Tutti i nucleotidi sono mostrati nella forma libera a pH 

7,0. Le unità nucleotidiche del DNA (a) sono indicate con i simboli 

A, G, T, C e in qualche caso con dA, dG, dT, dC; quelle dell'RNA 

(b) sono abbreviate con A, G, U e C. Nella loro forma libera i 
deossiribonucleotidi sono abbreviati in AAMP, dGMP, dTMP e dCMP;i 


ne semplicemente indicata la posizione dell’anello dove 
avviene la sostituzione, come per esempio 5-metilcitosi- 
na, 7-metilguanina e 5-idrossimetilcitosina (mostrati sot- 
to forma di nucleosidi nella Figura 3.5). Non viene invece 


ribonucleotidi in AMP, GMP, UMP e CMP. Per ogni nucleotide il nome 
più comune è seguito dal nome completo (tra parentesi). In tutte le 
abbreviazioni si considera che il gruppo fosforico sia nella posizione 
5'.La porzione nucleosidica di ogni molecola è ombreggiata in 
rosa. In questa e nelle figure seguenti non sono indicati gli atomi di 
carbonio delle strutture ad anello. 


specificato l'elemento al quale il sostituente è legato (N, C, 
O). La convenzione cambia quando la sostituzione è eso- 
ciclica (non riguarda atomi nell’anello purinico o pirimi- 
dinico). In tal caso viene identificato il tipo di atomo, e la 
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Figura 8.5 Alcune basi puriniche e pirimidiniche meno 

comuni (minori), mostrate come nucleosidi. (a) Basi minori 

del DNA. La 5-metilcitidina è presente nel DNA degli animali e 

delle piante superiori, l’NÎî-metiladenosina nel DNA dei batteri e la 
5-idrossimetilcitidina nei batteri infettati da alcuni tipi di batteriofagi. 


posizione a cui è legato il sostituente viene indicata con un 
esponente. In questo modo l’atomo di azoto legato in C-6 
dell’adenina diventa N°; per analogia, l'ossigeno carboni- 
lico e l'azoto amminico in C-6 e C-2 della guanina diventa- 
no 0° e N°, rispettivamente. N°-metiladenosina e N°-me- 
tilguanosina sono altri due esempi di basi minori, con so- 
stituzione esociclica (Figura 8.5). 


Le cellule contengono anche nucleotidi con gruppi fo- 
sforici in posizioni diverse da quella del carbonio in 5' (Fi- 
gura 8.6). Per esempio, i ribonucleosidi 2',3'-monofo- 
sfato ciclico sono intermedi isolabili, e i ribonucleosidi 
3'-monofosfato sono i prodotti dell’idrolisi dell’RNA da 
parte di alcune ribonucleasi. Altri nucleotidi ciclici, come 
l’adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (CAMP) e la guanosi- 
na 3',5'-monofosfato ciclico (CGMP), saranno presi in con- 
siderazione alla fine di questo capitolo. 


e Nellecatene degli acidi nucleici i nucleotidi sono uniti 
da legami fosfodiestere 

I nucleotidi del DNA e dell’RNA sono uniti tra loro in suc- 
cessione mediante “ponti” costituiti da gruppi fosforici, in 
cui il gruppo fosforico in posizione 5’ di un nucleotide è 
unito al gruppo ossidrilico 3’ del nucleotide successivo, for- 
mando un legame fosfodiestere (Figura 8.7). Lo scheletro 
covalente degli acidi nucleici è quindi costituito da un’al- 
ternanza di gruppi fosforici e di residui di pentosio, men- 
tre le basi azotate caratteristiche di questi composti posso- 
no essere considerate come gruppi laterali uniti allo sche- 
letro a intervalli regolari. Si noti che gli scheletri covalenti 
del DNA e dell’RNA sono idrofilici. I gruppi ossidrilici degli 
zuccheri formano legami idrogeno con l’acqua. I gruppi fo- 
sforici dello scheletro polare hanno un valore di pK, vicino 
a 0 e sono completamente ionizzati e carichi negativamen- 
te a pH 7 Le cariche negative sono in genere neutralizzate 
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(b) Alcune basi minori dei tRNA. L'inosina contiene la base ipoxantina. 
Si noti che la pseudouridina, come l’uridina, contiene uracile; la 
differenza è a livello del punto di attacco del ribosio: nell'uridina lo 
zucchero è legato all'atomo N-1, come in tutte le pirimidine, mentre 
nella pseudouridina il ribosio è legato all'atomo C-5. 


HO—CHz0 Adenina 


Adenosina Adenosina 
5'-monofosfato 2'-monofosfato 


HO—CH, 0 Adenina Adenina 


HO—-CHy 
H H 
° ia O | O 
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I Z N 
O O (CHI 
Adenosina Adenosina 
3'-monofosfato 2',3'-monofosfato ciclico 


Figura 8.6 Alcuni nucleotidi dell’adenosina monofosfato. 
L'adenosina 2’-monofosfato, l'adenosina 3'-monofosfato e 
l'adenosina 2',3'-monofosfato ciclico si formano durante l'idrolisi 
enzimatica o alcalina dell'RNA. 


da interazioni ioniche con cariche positive di proteine, ioni 
metallici o poliammine. 


59 Tutti i legami fosfodiestere del DNA e dell'RNA han- 


no lo stesso orientamento lungo la catena (Figura 8.7), con- 
ferendo a ciascun filamento una specifica polarità, ed 
estremità 3’ e 5’ distinte. Per definizione, l'estremità 5’ 
è quella priva di un nucleotide nella posizione 5’, mentre 
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Legame 


Estremità 3' Estremità 3' 


Figura 8.7 Legami fosfodiestere nello scheletro covalente del 
DNA e dell'RNA. | legami fosfodiestere (uno dei quali è evidenziato 
nel DNA) uniscono le unità nucleotidiche in successione. Lo scheletro, 
costituito da un'alternanza di gruppi fosforici e di pentosi nel DNA 

e nell'RNA, è molto polare. Le estremità 5’ e 3' della macromolecola 
possono essere libere o legate a un gruppo fosforico. 
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l'estremità 3' è quella priva di un nucleotide nella posi- 
zione 3’. Però queste estremità possono avere altri grup- 
pi (in genere uno o più gruppi fosforici). L’orientamen- 
to da 5' a 3’ del filamento dell’acido nucleico si riferisce 
alle sue estremità e non a quello dei singoli legami fosfo- 
diestere che uniscono i nucleotidi. 


Lo scheletro covalente del DNA e dell’RNA può anda- 
re incontro a una lenta idrolisi non enzimatica dei lega- 
mi fosfodiestere. In provetta l’RNA, ma non il DNA, viene 
idrolizzato rapidamente in ambiente alcalino; ciò dipende 
dalla presenza nell’RNA del gruppo ossidrilico 2’ (assen- 
te nel DNA) che partecipa a questo processo idrolitico. In 
ambiente alcalino dall’RNA si formano dapprima nucleo- 
sidi 2',3'-monofosfato ciclico che in seguito vengono rapi- 
damente idrolizzati per produrre una miscela di nucleosi- 
di 2'- e 3'-monofosfato (Figura 8.8). 

La sequenza nucleotidica degli acidi nucleici può essere 
rappresentata schematicamente, come è illustrato di segui- 
to, dal segmento di DNA formato da cinque unità nucleoti- 
diche. I gruppi fosforici sono indicati con®) e ogni deossiri- 
bosio è indicato da una linea verticale, con l'atomo di carbo- 
nio 1’ in alto e l'atomo di carbonio 5' in basso. (Bisogna però 
ricordare che negli acidi nucleici lo zucchero ha sempre una 
configurazione ad anello B-furanosico.) Le linee trasversali 
che connettono due nucleotidi successivi (che passano at- 
traverso il simbolo ®)) partono dal centro di una linea (il 
carbonio 3‘) del deossiribosio di un nucleotide e arrivano 
al vertice inferiore della linea successiva (il carbonio 5’). 


A C G SY A 


Estremità 5' | | | Estremità 3' 

(P) | (PR) | (P} | CP) | (2) OH 

È possibile rappresentare il pentanucleotide sopra citato 
in modi più semplici, come pA-C-G-T-Aoy, pApCpGpTpA, 
oppure pACGTA. 


Bu (0) 
(0) 
uu 
9 | 20 SETA H;0 Miscela di derivati 
O 3. 2'- e 3'-monofosfato 
| ciclico 
—_TP_ + 
Figura 8.8 Idrolisi dell'RNA in 
condizioni alcaline. Il gruppo ossidrilico 
2' si comporta come un nucleofilo in una 
reazione di spostamento intramolecolare. 
Il derivato 2’,3'-monofosfato ciclico 
che si è generato va incontro a idrolisi 
producendo una miscela di derivati 2'- e 
3'-monofosfato. Il DNA, essendo privo del 
RNA . 0-P=0 gruppo ossidrilico in posizione 2', risulta 
accorciato 


stabile in queste condizioni. 
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59 La sequenza di un singolo filamento di acido nuclei- 


co è sempre scritta con la sua estremità 5’ a sinistra e con 
l’estremità 3' a destra, cioè nella direzione 5'— 3°. 


Un acido nucleico relativamente piccolo viene di soli- 
to chiamato oligonucleotide. La definizione di “piccolo” 
è però arbitraria; il termine viene generalmente usato per 
polimeri contenenti 50 o meno nucleotidi. Gli acidi nuclei- 
ci più lunghi vengono chiamati polinucleotidi. 


e Le proprietà delle basi dei nucleotidi determinano 

la struttura tridimensionale degli acidi nucleici 
Le basi puriniche e pirimidiniche libere sono composti 
leggermente basici, caratteristica da cui traggono il no- 
me. Quelle comunemente presenti nel DNA e nell’RNA 
sono molecole aromatiche (Figura 8.2), una proprietà 
che ha importanti conseguenze sulla struttura, la distri- 
buzione degli elettroni e l'assorbimento della luce degli 
acidi nucleici. La delocalizzazione elettronica tra gli ato- 
mi dell’anello conferisce il carattere di legame parzial- 
mente doppio. Ne consegue che le pirimidine sono mo- 
lecole planari, mentre le purine sono parzialmente ripie- 
gate. Le basi puriniche e pirimidiniche possono essere 
in due o più forme tautomeriche, in funzione del pH del 
mezzo in cui si trovano. Per esempio, l’uracile può essere 
nella forma lattamica, in quella lattimica e nella forma 
lattimica doppia (Figura 8.9). Le strutture mostrate nel- 
la Figura 8.2 rappresentano le forme tautomeriche che 
prevalgono a pH 70. Tutte le basi nucleotidiche assorbo- 
no la luce UV. Infatti una delle caratteristiche principali 
degli acidi nucleici è quella di assorbire la luce UV a 260 
nm (Figura 8.10). 

Le basi puriniche e pirimidiniche sono idrofobiche e 
relativamente insolubili in acqua al pH della cellula vicino 
alla neutralità. A pH acido o alcalino le basi diventano ca- 
riche e la loro solubilità in acqua aumenta. Le interazioni 


Coefficiente di assorbimento molare, € 


260 270 


230 240 250 


Lunghezza d’onda (nm) 


Figura 8.10 Spettri di assorbimento della luce dei principali 
nucleotidi. Gli spettri di assorbimento sono mostrati sotto forma di 
variazione del coefficiente di assorbimento molare. | suoi valori (260); 
a 260nmea pH 7,0, sono riportati nella tabella a fianco. Gli spettri 
dei corrispondenti ribonucleotidi e deossiribonucleotidi, come 


© 978-88-08-26148-9 


(0) OH OH 
i. | :} ne 
(0) N (0) N HO N 
H H 
Lattame Lattime Doppio lattime 
Uracile 


Figura 8.9 Forme tautomeriche dell’uracile. A pH 7,0 predomina 
la forma lattamica; le altre forme diventano più frequenti quando 

il pH diminuisce. Anche le altre pirimidine e le purine libere hanno 
forme tautomeriche, ma sono meno frequenti. 


idrofobiche che si originano con l’impilamento, in cui due 
o più basi sovrappongono i loro piani paralleli (come una 
pila di monete), costituiscono un importante meccanismo 
di interazione negli acidi nucleici. L'impilamento è stabiliz- 
zato da una combinazione di interazioni di van der Waals 
e di interazioni dipolo-dipolo tra le basi. Questa organizza- 
zione contribuisce a ridurre al minimo il contatto delle ba- 
si con l’acqua. Le interazioni determinate dall’impilamen- 
to sono fondamentali nella stabilizzazione della struttura 
degli acidi nucleici, come si vedrà in seguito. 

I gruppi funzionali delle pirimidine e delle purine so- 
no gli atomi di azoto, i gruppi carbonilici e i gruppi am- 
minici esociclici. I legami idrogeno che si instaurano tra i 
gruppi amminici e i gruppi carbonilici rappresentano un 
sistema molto efficiente di interazione tra due (occasio- 
nalmente tre o quattro) filamenti complementari di acidi 
nucleici. I tipi più comuni di legami idrogeno sono quelli 
definiti da James D. Watson e Francis Crick nel 1953, dove 
A si appaia specificamente con T (0 con U), e G con C (Fi- 
gura 8.11). Queste coppie di basi predominano nel DNA 
e nell’RNA a doppia elica. Le forme tautomeriche mostra- 
te nella Figura 8.2 sono quelle che rendono possibili tali 


Coefficiente di assorbimento 
molare a 260 nm, 

€260 (mem!) 

—— AMP 15 400 

—— GMP 11700 


—— UMP 9900 
— dTMP 9200 
— CMP 7500 


280 


pure quelli dei nucleosidi, sono essenzialmente identici. Per una 
miscela di nucleotidi, le misure di assorbimento della luce vengono 
effettuate usando una luce con una lunghezza d'onda di 260 nm 
(linea verticale tratteggiata). 
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James D. Watson Francis Crick, 1916-2004 


specifici accoppiamenti, che sono alla base della duplica- 
zione dell’informazione genetica, come vedremo più avan- 
ti in questo stesso capitolo. 


SOMMARIO 8.1 
Alcune nozioni di base 

* Un nucleotide è costituito da una base azotata (purini- 
ca 0 pirimidinica), uno zucchero a cinque atomi di car- 
bonio (pentosio) e uno o più gruppi fosforici. Gli acidi 
nucleici sono polimeri di nucleotidi, uniti da legami fo- 
sfodiestere tra il gruppo ossidrilico 5' di un pentosio e 
il gruppo ossidrilico 3’ del successivo. 

* Ci sono due tipi di acido nucleico: l’PRNA e il DNA. I 
nucleotidi nell’RNA contengono ribosio e le principali 
basi pirimidiniche sono l’uracile e la citosina. Nel DNA 
i nucleotidi contengono 2'-deossiribosio e le principali 
basi pirimidiniche sono timina e citosina. Le principa- 
li basi puriniche sono adenina e guanina sia nell’RNA 
che nel DNA. 


Struttura degli acidi nucleici 


La scoperta della struttura degli acidi nucleici da parte di 
Watson e Crick nel 1953 fu per la scienza un evento di im- 
portanza tale da dare origine a nuove discipline e influen- 
zare il corso di altre. In questa sezione prenderemo in esa- 
me la struttura del DNA, gli eventi che hanno portato alla 
sua scoperta e le più recenti acquisizioni sulla sua strut- 
tura e funzione. Daremo anche uno sguardo alla struttu- 
ra dell'RNA. 

Come nel caso della struttura delle proteine (vedi il 
Capitolo 4), diventa più facile descrivere la struttura degli 
acidi nucleici in termini di livelli gerarchici di complessi- 
tà (strutture primaria, secondaria, terziaria). La struttura 
primaria di un acido nucleico è costituita dalla sua strut- 
tura covalente e dalla sua sequenza nucleotidica. Qualsiasi 
struttura stabile e regolare assunta da una parte o da tut- 
ti i nucleotidi di un acido nucleico può essere considerata 
come struttura secondaria. Tutte le strutture considerate 
nel resto del capitolo rientrano nella classe delle strutture 
secondarie. Il complesso ripiegamento di un cromosoma 
all’interno di un nucleotide batterico o della cromatina de- 
gli eucarioti o il complesso ed elaborato ripiegamento delle 
grandi molecole di tRNA o di rRNA viene in genere con- 
siderato come una struttura terziaria. La struttura terzia- 
ria del DNA è trattata nel Capitolo 24, mentre la struttura 
dell’RNA verrà presa in esame nel Capitolo 26. 


e IIDNAè una doppia elica in cui viene conservata 
l'informazione genetica 

Il DNA è stato isolato e caratterizzato da Friederich Mie- 

scher nel 1868. Egli chiamò questa sostanza che contiene 

fosforo “nucleina”. Solo negli anni ’40 il lavoro di Oswald 

T. Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty dimostrò in 
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modo convincente che il DNA è il materiale responsabile 
della trasmissione dei caratteri genetici. Avery e i suoi col- 
laboratori dimostrarono che il DNA estratto da un ceppo 
virulento del batterio Streptococcus pneumoniae e inietta- 
to in un ceppo non virulento dello stesso batterio trasfor- 
mava il ceppo non virulento in uno virulento. Essi conclu- 
sero che il DNA del ceppo virulento conteneva l’informa- 
zione genetica della virulenza. Nel 1952 gli studi di Alfred 
D. Hershey e Martha Chase, condotti su cellule batteriche 
infettate da virus (batteriofagi) con DNA o proteine mar- 
cati radioattivamente, fugarono ogni dubbio sul ruolo de- 
gli acidi nucleici nella trasmissione dei caratteri ereditari. 
Un importante passo avanti verso la comprensione del- 
la struttura del DNA fu compiuto con il lavoro di Erwin 
Chargaff e collaboratori verso la fine degli anni ’40. Essi 
stabilirono che le quattro basi dei nucleotidi del DNA era- 
no presenti in rapporti diversi nelle molecole di DNA di 
organismi diversi e che la quantità di alcune basi era stret- 
tamente correlata a quella di altre. Questi risultati, ottenu- 
ti dal DNA di un numero considerevole di specie diverse, 
portarono Chargaff a trarre le seguenti conclusioni. 


1. La composizione in basi del DNA varia in genere da 
una specie all’altra. 

2. Le molecole di DNA isolate da tessuti diversi della stes- 
sa specie hanno la stessa composizione in basi. 

3. La composizione in basi del DNA di una data specie 
non si modifica con l’età dell'organismo, con lo stato 
nutrizionale o in seguito a variazioni nell’ambiente. 

4. Intutte le molecole di DNA, indipendentemente dal- 
la specie a cui appartengono, il numero di residui di 
adenina è uguale al numero di residui di timidina 
(cioè, A = T) e il numero di residui di guanosina è 
uguale al numero di residui di citosina (G = C). Da 
queste relazioni deriva che la somma dei residui puri- 
nici è uguale alla somma dei residui pirimidinici cioè, 
A+G=T+C. 


Queste relazioni quantitative, in qualche caso chiamate 
“regole di Chargaff”, furono confermate in seguito da mol- 
ti altri ricercatori. Esse rappresentarono la chiave per la 
comprensione della struttura tridimensionale del DNA e 
dei sistemi con cui l’informazione genetica del DNA viene 
codificata e trasferita da una generazione alla successiva. 

Per approfondire le conoscenze sulla struttura del 
DNA, Rosalind Franklin e Maurice Wilkins usarono il me- 
todo molto selettivo della diffrazione dei raggi X (vedi il 
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Figura 8.12 Diffrazione dei raggi X prodotta dal DNA. Le 
macchie che formano una croce al centro denotano una struttura 
elicoidale. Le bande molto intense a destra e a sinistra corrispondono 
alle basi ricorrenti. 


Box 4.5). All’inizio degli anni ’50 essi poterono dimostrare 
che il DNA produce una caratteristica diffrazione dei rag- 
gi (Figura 8.12). Da questa immagine fu possibile dedurre 
che le molecole di DNA erano elicoidali con due periodici- 
tà lungo il loro asse, una primaria di 3,4 À e una seconda- 
ria di 34 À. Il problema che restava da risolvere era quello 
di elaborare un modello tridimensionale della molecola 
del DNA che potesse spiegare non solo i dati ottenuti con 
la diffrazione dei raggi X, ma anche la specifica equiva- 
lenza tra le basi (A = T e G = C) scoperta da Chargaff, oltre 
ovviamente alle altre proprietà chimiche del DNA. 
L’insieme di queste informazioni consentì a James 
Watson e Francis Crick di dedurre la struttura del DNA. 
Nel 1953 questi due ricercatori proposero un modello tridi- 
mensionale della struttura del DNA che poteva spiegare tut- 
te le proprietà fino ad allora note. Secondo il loro modello, 
il DNA è costituito da due catene elicoidali avvolte intorno 
a uno stesso asse e forma una doppia elica destrorsa (vedi 
il Box 4.1 per la determinazione del senso di rotazione de- 
strorsa o sinistrorsa di una struttura elicoidale). Lo schele- 
tro covalente idrofilico, composto da un’alternanza di deos- 
siribosio e gruppi fosforici, è all’esterno della doppia elica, 
in contatto con l’ambiente circostante. L’anello furanosi- 
co di ogni residuo di deossiribosio è nella conformazione 
C-2' endo. Le basi puriniche e pirimidiniche sono impila- 
te all’interno della doppia elica, con le loro strutture plana- 
ri ad anello poste in posizione praticamente perpendicola- 
re al lungo asse longitudinale della molecola. La relazione 
spaziale che si crea tra le catene genera una scanalatura (0 
solco) maggiore e una scanalatura minore sulla superfi- 
cie della doppia elica (Figura 8.13). Ogni base nucleotidi- 
ca di una catena è appaiata sullo stesso piano con una base 
dell'altra catena. Watson e Crick scoprirono che le coppie di 
basi unite da legami idrogeno riportate nella Figura 8.11, e 
cioè G con Ce A con T, sono quelle che si adattano meglio 
a questo tipo di struttura. Questa relazione strutturale for- 
nisce una spiegazione razionale alle regole di Chargaff: in 
ogni DNA, G = Ce A = T. È importante notare che si pos- 
sono formare tre legami idrogeno tra le basi G e C, indicati 
da G=C, e soltanto due tra le basi A e T, indicati da A=T. 
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Figura 8.13 Modello di Watson e Crick della struttura del DNA. 

Il modello originale proponeva che vi fossero 10 coppie di basi 
oppure 34 À (3,4 nm) per ogni giro dell'elica; misure successive hanno 
dimostrato che in ogni giro dell'elica vi sono 10,5 coppie di basi e 36 À 
(3,6 nm). (a) Rappresentazione schematica che mostra le dimensioni 
dell'elica. (b) Modello a palle e bastoncini che mostra lo scheletro 
covalente e le basi impilate. (c) Modello a spazio pieno. 


Questo è uno dei motivi per cui è più difficile separare ca- 
tene di DNA con una quantità di coppie G=C maggiore di 
A="T. Altri tipi di appaiamento tendono a destabilizzare (a 
gradi diversi) la struttura a doppia elica. 

Quando Watson e Crick elaborarono questo modello, 
dovettero decidere se le due catene dell’elica erano paral- 
lele o antiparallele, cioè se i loro legami 5',3'-fosfodieste- 
re correvano nella stessa direzione o in direzioni opposte. 
Il modello antiparallelo risultò più convincente dal punto 
di vista scientifico e alcuni lavori successivi, condotti utiliz- 
zando la DNA polimerasi (vedi il Capitolo 25), hanno sug- 
gerito che le due catene siano antiparallele, evidenza con- 
fermata in seguito dalla cristallografia ai raggi X. 

Per spiegare la struttura delle fibre di DNA Watson e 
Crick, utilizzando una modellistica molecolare più avan- 
zata, giunsero a proporre una struttura in cui le basi sono 
sovrapposte una sull’altra (impilate) e distanziate di 3,4 À; 
la periodicità secondaria di circa 34 À poteva dipendere 
dalla presenza di 10 coppie di basi in ogni giro comple- 
to della doppia elica. La struttura del DNA in soluzione 
acquosa è leggermente diversa da quella delle fibre del 
DNA, con 10,5 coppie di basi per ogni giro dell’elica (Fi- 
gura 8.13). 

Come possiamo osservare nella Figura 8.14, le due ca- 
tene polinucleotidiche antiparallele della doppia elica del 
DNA non hanno sequenze di basi o composizione identi- 
che. Esse sono invece complementari l’una all’altra. Se in 
una catena è presente un’adenina, nell’altra catena è pre- 
sente una timina; analogamente, se in una catena vi è una 
guanina, nell’altra vi è una citosina. 
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Figura 8.14 Complementarità delle catene nella doppia elica 
del DNA. Le catene complementari antiparallele del DNA seguono le 
regole di appaiamento delle basi proposte da Watson e Crick. Le due 
catene antiparallele appaiate differiscono nella composizione delle 
basi: la catena di sinistra ha la composizione A3 T, Gj C3; la catena di 
destra ha invece la composizione A, T3 G3 C,. Esse differiscono anche 
nella sequenza quando vengono lette nella direzione 5’ + 3'. Si noti 
l'equivalenza tra le basi A = T e G = C nel duplex. 


La doppia elica del DNA, o DNA duplex, viene tenuta 
unita dai due tipi di forze che abbiamo descritto prima: i 
legami idrogeno tra coppie di basi complementari (vedi la 
Figura 8.11) e le interazioni tra le basi impilate. La com- 
plementarità tra le catene del DNA è dovuta principal- 
mente alla formazione dei legami idrogeno tra le coppie 
di basi. Le interazioni tra le basi sovrapposte, per lo più 
non specifiche rispetto all’identità chimica delle basi im- 
pilate, rappresentano il contributo principale alla stabili- 
tà della doppia elica. 

Le caratteristiche fondamentali del modello a doppia 
elica della struttura del DNA sono suffragate da eviden- 
ze sperimentali chimiche e biologiche. Inoltre questo mo- 
dello suggerisce immediatamente un meccanismo per la 
trasmissione dell’informazione genetica. La peculiarità 
del modello sta nella complementarità delle due catene 
di DNA. Come osservarono Watson e Crick, prima ancora 
di disporre di dati sperimentali a conferma della loro ipo- 
tesi, questa struttura poteva essere replicata con mecca- 
nismi logici attraverso (1) la separazione delle due catene 
e (2) la sintesi di una catena complementare a ciascuna 
catena preesistente. Poiché i nucleotidi in ogni catena di 
nuova sintesi sono uniti in una sequenza specificata dalle 
regole dell’appaiamento delle basi citato prima, ogni cate- 
na preesistente dovrà funzionare da stampo per guidare la 
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Figura 8.15 Replicazione del DNA, suggerita da Watson e 
Crick. Le catene preesistenti o “progenitrici” vengono separate e 


ognuna diventa lo stampo per la biosintesi di una catena “figlia” 
complementare (in rosa). 


sintesi della catena complementare (Figura 8.15). Queste 
ipotesi sono state confermate sperimentalmente in nume- 
rosi laboratori, rivoluzionando le nostre conoscenze sull’e- 
redità biologica. 


È Accoppiamento delle basi nel DNA 


In un campione di DNA isolato da due specie batteriche non 
identificate, X e Y, l’adenina è presente rispettivamente per 
il 32% e per il 17% rispetto al totale delle basi. Quali saranno 
le percentuali relative di adenina, guanina, timina e citosina 


Figura 8.16 Variazioni strutturali nel DNA. (a) La conformazione 
di un nucleotide nel DNA può essere alterata dalla rotazione intorno 
a circa sette legami diversi. Sei di questi legami possono ruotare 
liberamente. La rotazione limitata intorno al legame 4 genera un 
anello “raggrinzito” Questa conformazione è indicata come endo o 
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nei due campioni? Quali sono le considerazioni da fare? Una 
delle due specie batteriche fu isolata da una sorgente calda 
(64 °C). Quale delle due è un batterio termofilo e perché? 


Soluzione Per il DNA a doppia elica, A = T e G = C. Il 
DNA della specie X ha il 32% di adenina, quindi anche la 
percentuale della timina sarà del 32%. Insieme, quindi, 
adenina e timina ammontano al 64% del totale delle basi. 
Il rimanente 36%, relativo alla coppia G=C, sarà ripartito 
per il 18% a Ce per il 18% a G. Il campione della specie Y, 
che ha il 17% di A, deve contenere anche il 17% di T, per 
un totale di A + T pari al 34%. Il rimanente 66% del totale 
delle quattro basi sarà equamente da attribuire per il 33% 
aGe peril 33% a C. Il calcolo è basato sul presupposto che 
le due molecole di DNA siano a doppia elica. 

Più elevato è il contenuto di G + C del DNA, più eleva- 
ta è la temperatura di fusione. La specie Y, che ha il conte- 
nuto più elevato di G + C (66%), sarà molto probabilmen- 
te il batterio termofilo; il suo DNA ha una temperatura di 
fusione maggiore, quindi è più stabile alle temperature 
delle sorgenti calde. 


e IIDNA puòavere forme tridimensionali diverse 
Il DNA è una molecola molto flessibile. I legami zucchero- 
fosfato (fosfodeossiribosio) dello scheletro consentono am- 
pie rotazioni; inoltre la fluttuazione termica può produrre 
piegamenti, stiramenti e disaccoppiamenti (fusione) delle 
catene. Sono state riscontrate nel DNA cellulare molte si- 
gnificative deviazioni dalla struttura proposta da Watson e 
Crick, alcune delle quali potrebbero avere funzioni impor- 
tanti nel metabolismo del DNA. Queste deviazioni struttu- 
rali in genere non alterano le proprietà del DNA definite da 
Watson e Crick: la complementarità delle due eliche, il loro 
antiparallelismo e l’appaiamento delle basi A=T e G=C. 
Le variazioni strutturali del DNA vertono su tre punti: 
le differenti conformazioni possibili del deossiribosio, la 
possibilità di rotazione intorno ai legami contigui che for- 
mano lo scheletro di fosfodeossiribosio (Figura 8.16a) e la 
libera rotazione intorno al legame C-1'-N-glicosidico (Fi- 


OH OH OH OH 
anti-Adenosina anti-Citidina 
(b) 


eso, a seconda che l'atomo esterno al piano sia sullo stesso lato o sul 
lato opposto dell'atomo C-5' (vedi anche la Figura 8.3b). (b) Per le basi 
puriniche nei nucleotidi sono possibili solo due conformazioni, sin e 
anti, rispetto alle unità di ribosio a loro unite. Le pirimidine sono in 
genere nella conformazione anti. 
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gura 8.16.b). A causa di impedimenti sterici, le basi puri- 
niche dei nucleotidi purinici possono assumere rispetto al 
deossiribosio solo due conformazioni stabili, chiamate sin 
e anti (Figura 8.16b). Le pirimidine invece si trovano di so- 
lito nella sola conformazione anti, a causa dell’interferenza 
sterica tra lo zucchero e l’ossigeno in C-2 della pirimidina. 
La struttura di Watson e Crick viene anche denominata 
forma B del DNA o DNA B. Questa è la forma più stabile 
per una molecola di DNA con una sequenza casuale e nel- 
le condizioni fisiologiche; essa costituisce quindi un riferi- 
mento standard per tutti gli studi sulla struttura del DNA. 
Mediante cristallografia sono state caratterizzate altre due 
varianti: la forma A e la forma Z. Le tre forme di DNA so- 
no mostrate nella Figura 8.17 in cui sono riassunte anche 
le loro proprietà. La forma A è favorita in un mezzo relati- 
vamente povero di acqua. Il DNA è ancora formato da due 
catene destrorse, ma l’elica è più ampia, e il numero di ba- 
si per giro è 11, anziché 10,5 come nel DNA B. Il piano del- 
le coppie di basi del DNA A è inclinato di circa 20° rispetto 
all’asse dell'elica. Queste variazioni strutturali rendono più 
profondo il solco maggiore e meno profondo il solco mino- 
re. I reagenti che si usano per cristallizzare il DNA tendono a 
deidratarlo e quindi la maggior parte delle molecole di DNA 
di piccole dimensioni tende a cristallizzare nella forma A. 
La forma Z è radicalmente diversa dalla forma B. La 
differenza più notevole è la rotazione dell’elica in senso si- 
nistrorso. Vi sono 12 coppie di basi per giro e la struttura 
appare più sottile e allungata. Lo scheletro covalente assu- 
me un andamento a zig zag. Alcune sequenze nucleotidi- 
che si avvolgono in eliche Z più facilmente di altre, come 
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Forma A Forma B Forma Z 
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per esempio alcune sequenze in cui una purina si alterna 
a una pirimidina (in particolare un’alternanza di C e Go 
di 5-metil-C e G). Per formare un'elica sinistrorsa di DNA 
Z il residuo purinico assume la configurazione sin, alter- 
nandosi con le pirimidine nella configurazione anti. Il sol- 
co maggiore è appena visibile nel DNA Z, mentre il solco 
minore è stretto e profondo. 

La presenza di DNA A nella cellula non è stata ancora 
accertata, ma vi sono evidenze della presenza di brevi trat- 
ti di DNA Z sia nei batteri sia negli eucarioti, che potreb- 
bero avere un ruolo (ancora da definire) nella regolazione 
dell’espressione genica e nella ricombinazione genetica. 


e Alcunesequenze del DNA adottano strutture insolite 
Nei cromosomi di maggiori dimensioni sono state trova- 
te altre varianti strutturali che dipendono dalla sequen- 
za. Esse potrebbero in qualche modo influenzare la fun- 
zione e il metabolismo del DNA nelle immediate vici- 
nanze. Per esempio, a livello di una sequenza di quattro 
o più adenosine la struttura del DNA forma un ripiega- 
mento. Se in una catena vi sono sei adenosine in sequen- 
za, l’angolo del ripiegamento che si forma è di circa 18°. 
Queste distorsioni strutturali osservate in questa e in al- 
tre sequenze possono essere importanti per il legame al 
DNA di certe proteine. 

Un tipo abbastanza comune di sequenza nel DNA è 
il palindromo, cioè una sequenza che si legge allo stesso 
modo sia da sinistra verso destra, sia da destra verso sini- 
stra. Un esempio di palindromo sono le parole, ANILINA 
e OSSESSO. Il termine viene applicato a regioni del DNA 


Forma A_ FormaB Forma Z 
Senso dell’elica Destrorsa Destrorsa  Sinistrorsa 
Diametro -26 À -20 À -18À 
Coppie di basi 11 10,5 12 
per ogni giro di elica 
Distanza tra base e base 2,6 À 3,4 À 3,7 À 
Piegamento normale 20° 6° Thi 
delle basi all’asse dell’elica 
Conformazione raggrinzita  C-3' endo C-2'endo  C-2'endo per 
dello zucchero le pirimidine; 
C-3' endo 
per le purine 
Conformazione Anti Anti Anti per le 
del legame glicosilico pirimidine; 
sin per le purine 


Figura 8.17 Confronto tra le forme A, B e Z del DNA. Ogni struttura 
mostrata ha 36 coppie di basi. Gli zuccheri e le basi sono in giallo. Lo 
scheletro fosfodiestere è rappresentato da un nastro blu. Il blu è il colore 
standard usato per rappresentare le catene del DNA nei capitoli successivi. La 
tabella riassume alcune delle proprietà delle tre forme di DNA. 
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Figura 8.18 Palindromi e ripetuti speculari. | palindromi sono 
sequenze negli acidi nucleici a doppia catena con una simmetria 
doppia. Per poter sovrapporre un palindromo (la sequenza 
ombreggiata) sull'altro, questo deve essere ruotato di 180° intorno 
all'asse orizzontale e ancora di 180° intorno all'asse verticale, come 
mostrano le frecce colorate. Il ripetuto speculare ha invece una 
sequenza simmetrica su ogni catena. La sovrapposizione di un 
ripetuto sull'altro richiede soltanto una rotazione di 180° intorno 
all'asse verticale. 


con ripetuti invertiti di una sequenza di basi che presen- 
ta nelle due catene del DNA una simmetria binaria (Fi- 
gura 8.18). Esse sono autocomplementari in ciascun fila- 
mento di DNA; perciò possono formare strutture a forci- 
na 0 a croce (Figura 8.19). Quando i ripetuti invertiti si 
trovano in entrambi i filamenti del DNA, la sequenza è 
detta ripetuto speculare. Poiché le sequenze non sono 
speculari nello stesso filamento di DNA, esse non posso- 
no formare strutture a forcina o a croce. Sequenze di que- 
sto tipo si trovano praticamente in ogni molecola di DNA 
di grandi dimensioni e possono essere costituite da poche 
fino a migliaia di coppie di basi. Non è ancora stato stabi- 
lito quanti palindromi assumono in realtà forma di croce 
nella cellula, anche se questa organizzazione strutturale è 
stata ritrovata în vivo nell’Escherichia coli. Sequenze auto- 
complementari presenti in filamenti singoli di DNA (o di 
RNA) in soluzione si avvolgono formando strutture com- 
plesse contenenti molte forcine. 

Alcune strutture di DNA poco comuni sono formate 
da tre o quattro filamenti. I nucleotidi che partecipano alla 
formazione di coppie di basi secondo il modello Watson e 
Crick (vedi la Figura 8.11) possono formare altri tipi di le- 
gami idrogeno, specialmente con i gruppi funzionali loca- 
lizzati nel solco maggiore. Per esempio, un residuo di citi- 
dina, se protonato, può appaiarsi col residuo di guanosina 
di una coppia G=C (Figura 8.20); una timidina può ap- 
paiarsi col residuo di adenosina di una coppia A=T. L’N-7 
PO° e PNÎ delle purine, gli atomi che partecipano alla for- 
mazione dei legami idrogeno nel DNA triplex, sono spesso 
indicati come posizioni di Hoogsteen, e gli appaiamenti 
diversi da quelli di Watson e Crick sono detti appaiamen- 
ti di Hoogsteen, dal nome dello scienziato che li scoprì 
nel 1963 e ne riconobbe l’importanza. Gli appaiamenti di 
Hoogsteen permettono la formazione di DNA triplex. 
Queste strutture, mostrate nella Figura 8.20 (a, b), sono 
più stabili a pH acido, perché la tripletta C=G * C* si for- 
ma solo se la citosina è protonata. Nel DNA triplex, il pK, 
di questa citosina è >75, diverso da quello normale pari a 
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(b) Struttura a croce 


Figura 8.19 Strutture a forcina e a croce. Le sequenze di DNA 

(o di RNA) palindromiche possono formare strutture alternative 

con un appaiamento intracatena delle basi. (a) Quando è coinvolta 
una sola catena del DNA (o dell'RNA), la struttura viene detta a 
forcina. (b) Quando sono interessate entrambe le catene del DNA 
duplex, la struttura viene detta a croce. Le ombreggiature in azzurro 
sottolineano le sequenze asimmetriche che si possono appaiare 
con sequenze complementari nella stessa catena o in quella 
complementare. 


4,2. Le strutture triplex si formano più facilmente in lun- 
ghe sequenze costituite solo da pirimidine o solo da puri- 
ne. Alcuni DNA triplex possono contenere due filamen- 
ti pirimidinici e soltanto uno purinico; altri possono inve- 
ce contenere due filamenti purinici e uno pirimidinico. 

Quattro filamenti possono appaiarsi per formare una 
struttura tetraplex (quadruplex), ma solo se la sequenza di 
DNA contiene molti residui di guanosina (Figura 8.20c, d). 
Il tetraplex ricco di guanosina, o tetraplex G, è stabile in 
un’ampia gamma di condizioni. L'orientamento delle ca- 
tene nel tetraplex può variare, come mostrato nella Figu- 
ra 3.20e. 

I siti riconosciuti da molte proteine che si legano in 
specifiche regioni del DNA (Capitolo 28) hanno sequenze 
palindromiche e sequenze polipirimidiniche o polipuri- 
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Figura 8.20 Struttura del DNA a tre o a quattro catene. 

(a) L'appaiamento delle basi è quello tipico del DNA a tripla elica 
(triplex). L'appaiamento tipo Hoogsteen è mostrato in entrambi i casi 
in rosso. (b) DNA a tripla elica contenente due catene pirimidiniche 
(in rosso e in bianco; sequenza TTCCT) e una catena purinica (in blu; 
sequenza AAGGAA) (tratta da PDB ID 1BCE).1 filamenti in blu e in 
bianco sono antiparalleli e sono uniti da appaiamenti tipo Watson 


niche che possono formare triple eliche partecipando alla 
regolazione dell'espressione di alcuni geni eucariotici. In 
linea di principio i filamenti di DNA sintetico progettati 
per formare con queste sequenze un DNA triplex potreb- 
bero alterare l’espressione genica. Questo approccio indi- 
rizzato al controllo del metabolismo cellulare ha un for- 
te impatto per le sue potenziali applicazioni in medicina 
e in agricoltura. 
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Guanosina tetraplex 


(c) 


Parallelo Antiparallelo , 


(e) 


e Crick. La terza catena (in rosso), tutta di pirimidine, è parallela alla 
catena purinica e si appaia con i legami idrogeno non tipo Watson 

e Crick. La struttura triplex è vista di lato e si possono osservare sei 
triplette. (c) Appaiamento delle basi in una struttura di guanosina 
tetraplex. (d) Quattro tetraplex successivi di una struttura tetraplex G 
(PDB ID 244D). (e) Orientamenti diversi delle catene in un tetraplex di 
guanosina. 


Gli RNA messaggeri codificano le catene polipeptidiche 
Spostiamo ora l’attenzione sull’espressione dell’informa- 
zione genetica contenuta nel DNA. L’RNA, il secondo ti- 
po di acido nucleico nella cellula, ha molte funzioni. Nel 
processo di espressione genica, RNA agisce da interme- 
diario, utilizzando l'informazione codificata nel DNA per 
specificare la sequenza amminoacidica di una proteina 
funzionale. 
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Poiché il DNA degli eucarioti è in gran parte contenuto 
nel nucleo e la biosintesi delle proteine ha luogo sui ribo- 
somi nel citoplasma, altre molecole diverse dal DNA devo- 
no trasportare il messaggio genetico al di fuori del nucleo. 
Fin dagli anni ’50 PRNA è stato considerato il candidato 
più idoneo: è presente sia nel nucleo sia nel citoplasma, e 
un aumento della sintesi proteica si accompagna sempre 
a un aumento dell'RNA citoplasmatico e della sua veloci- 
tà di turnover. Queste e altre osservazioni indussero molti 
ricercatori a pensare che l’RNA fosse coinvolto nel trasfe- 
rimento dell’informazione genetica dal DNA all’appara- 
to ribosomiale della biosintesi proteica. Nel 1961 Francois 
Jacob e Jacques Monod presentarono un modello unifica- 
to (ed essenzialmente corretto) che spiegava molti aspetti 
di questo processo. Essi proposero il nome di “RNA mes- 
saggero” (mRNA) per quella quota dell'RNA cellulare to- 
tale che trasferisce l'informazione genetica dal DNA ai ri- 
bosomi, dove questo messaggero viene usato come stam- 
po per specificare la sequenza amminoacidica delle cate- 
ne polipeptidiche. Anche se le molecole di mRNA corri- 
spondenti ai diversi geni possono avere lunghezze molto 
diverse, gli mRNA di un particolare gene hanno in gene- 
re una lunghezza ben definita. Il processo di formazione 
dell’mRNA su un DNA stampo è conosciuto sotto il nome 
di trascrizione. 

Nei batteri e negli archea una singola molecola di 
mRNA può codificare anche due o più catene polipeptidi- 
che. Se I'mRNA contiene l’informazione per un solo poli- 
peptide è detto monocistronico, se invece codifica due 0 
più polipeptidi è detto policistronico. Negli eucarioti gli 
mRNA sono in gran parte monocistronici. (Il termine ci- 
stron indica il “gene”; ha radici storiche nella scienza gene- 
tica, ma la sua definizione formale va oltre gli scopi di que- 
sto testo.) La lunghezza minima di un mRNA è determina- 
ta dalla lunghezza del polipeptide codificato. Per esempio, 
un polipeptide di 100 residui amminoacidici richiede una 
sequenza di RNA codificante di almeno 300 nucleotidi, in 
quanto ogni amminoacido è codificato da una tripletta di 
nucleotidi (l'argomento verrà trattato con maggiori parti- 
colari nel Capitolo 27). Tuttavia, gli mRNA trascritti sullo 
stampo del DNA sono sempre sensibilmente più lunghi del- 
la lunghezza teorica necessaria per codificare una sequen- 
za (0 più sequenze) polipeptidica. I tratti di RNA non co- 
dificante includono sequenze che regolano la sintesi pro- 
teica. La Figura 8.21 riassume la struttura generale degli 
mRNA batterici. 


e Molti RNA hanno strutture tridimensionali complesse 
L’RNA messaggero è solo una delle classi di RNA presenti 
nella cellula. Gli RNA transfer sono adattatori molecola- 
ri della sintesi delle proteine. Essi legano covalentemen- 
te a una loro estremità un amminoacido, poi si appaia- 
no all’mRNA in modo che l’amminoacido sia aggiunto a 
una catena polipeptidica nascente nella corretta sequen- 
za. Gli RNA ribosomiali fanno parte della struttura dei ri- 
bosomi. Esiste anche una speciale classe di RNA (i ribozi- 
mi) che hanno attività enzimatica. Tutti i tipi di RNA ver- 
ranno considerati in dettaglio nel Capitolo 26. Le diverse e 
spesso complesse funzioni di questi RNA riflettono carat- 
teristiche strutturali molto più ampie di quelle del DNA. 
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Figura 8.21 mRNA nei batteri. Rappresentazione schematica di 
(a) mRNA monocistronico e (b) policistronico dei batteri. | segmenti 
in rosso rappresentano i tratti di RNA che codificano un prodotto 
genico; i segmenti in grigio rappresentano invece I'RNA non 
codificante. Nel trascritto policistronico tre geni sono separati da 
tratti di RNA che non codificano. 


Il prodotto della trascrizione del DNA è sempre un 
RNA a singolo filamento, che tende ad assumere una con- 
formazione elicoidale destrorsa, a causa della tendenza 
delle basi a sovrapporsi una sull’altra (impilamento) (Fi- 
gura 8.22). Le interazioni sono più forti tra due basi puri- 
niche che non tra una base purinica e una pirimidinica, 0 
tra due basi pirimidiniche. L’interazione tra due basi puri- 
niche è così solida da escludere dall’impilamento una piri- 
midina che eventualmente vada a intercalarsi tra due puri- 
ne. Qualunque sequenza autocomplementare nella mole- 
cola di RNA dà luogo a strutture molto complesse. L'RNA 
può appaiarsi a regioni complementari su altro RNA o sul 
DNA. Le regole di appaiamento sono le stesse che consen- 
tono la formazione della doppia elica nel DNA: G si appaia 
con C e A con U (0 con un occasionale residuo T in qual- 
che particolare RNA). Un’eccezione alla regola generale 
dell’appaiamento delle basi è l’appaiamento tra G e U, inu- 


Figura 8.22 Struttura elicoidale destrorsa di una catena singola 
di RNA. Le basi sono in giallo, gli atomi di fosforo in arancione, il 
ribosio e gli atomi di ossigeno dei gruppi fosforici sono in verde. Nei 
capitoli che seguono il colore verde verrà usato per rappresentare le 
catene di RNA, così come il blu viene usato per il DNA. 


© 978-88-08-26148-9 


suale nel DNA, ma comune nell’RNA (vedi la Figura 8.24). 
Le catene appaiate RNA-RNA o RNA-DNA sono antiparal- 
lele, come nel DNA duplex. 

Quando due filamenti di RNA con perfetta comple- 
mentarità di sequenza si appaiano, la struttura predomi- 
nante a doppio filamento è una doppia elica destrorsa nel- 
la forma A. I filamenti di RNA che sono perfettamente ap- 
paiati per lunghe regioni di sequenza sono, però, molto po- 
co comuni. Le strutture tridimensionali di molti RNA, come 
quelle delle proteine, sono complesse e altamente specifi- 
che. Le interazioni deboli, in particolare le interazioni idro- 
fobiche tra le basi impilate, sono anche in questo caso de- 
terminanti per la stabilità della struttura, proprio come ac- 
cade nel DNA. Le eliche nella forma Z sono state prodotte 
solo in laboratorio (per effetto di un'elevata concentrazio- 
ne salina o di temperature alte). La forma B non è mai stata 
osservata nell’RNA. Nelle eliche regolari di tipo A vi sono 
frequenti interruzioni causate da errori nell’appaiamento 
delle basi o da basi non appaiate in una o entrambe le cate- 
ne, che portano alla formazione di protuberanze o anse in- 
terne (Figura 8.23). Le strutture a forma di forcina hanno 
origine tra sequenze autocomplementari vicine, presenti 
nella catena dell’RNA. La possibilità di formare strutture 
elicoidali con basi appaiate è elevata in molte molecole di 
RNA (Figura 8.24). Le forcine che si generano possono esse- 
re considerate un tipo comune di struttura secondaria del- 
l’RNA. Alcune brevi sequenze di basi (per esempio UUCG) 
sono spesso presenti alle estremità delle strutture a forci- 
na e sono in grado di formare anse particolarmente stabili. 
Queste sequenze possono agire da punti di partenza per il 
ripiegamento di una molecola di RNA in una specifica strut- 
tura tridimensionale. Ulteriori importanti contributi strut- 


Figura 8.24 Strutture elicoidali a basi accoppiate in un RNA. 
Nella figura è mostrata la possibile struttura secondaria dell'RNA 

M1, un componente dell'enzima RNasi P di E. coli, con molte 

strutture a forcina. L'RNasi P ha anche un componente proteico 

(non mostrato) e partecipa al processo di maturazione degli RNA 
transfer (vedi la Figura 26.26). Le parentesi quadre indicano altre 
sequenze complementari che possono essere appaiate nella struttura 
tridimensionale. | punti blu indicano appaiamenti delle basi G=U che 
non seguono le regole di Watson e Crick (vedi il riquadro). Si osservi 
che le coppie di basi G=U si formano solo quando le catene di RNA 
presintetizzato sono avvolte o riassociate l'una con l'altra. Non vi sono 
RNA polimerasi (gli enzimi che sintetizzano RNA su uno stampo di 
DNA) che possano inserire, durante la sintesi dell'RNA, una U opposta 
a una G stampo, o viceversa. 
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Figura 8.23 Struttura secondaria degli RNA. (a) Protuberanze, 
anse interne e forcine. (b) Le regioni appaiate hanno in genere 
una struttura elicoidale destrorsa di tipo A, come è mostrato nella 
struttura a forcina (tratta da PDB ID 1GID). 
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Figura 8.25 Struttura tridimensionale degli RNA. (a) Struttura 
tridimensionale del tRNA della fenilalanina del lievito (PDB ID TRA). 
In questo tRNA sono presenti alcuni appaiamenti di basi insoliti. 

Si noti anche il coinvolgimento dell'atomo di ossigeno del legame 
fosfodiestere del ribosio in un legame idrogeno e il coinvolgimento 
del gruppo ossidrilico 2’ in un altro (entrambi in rosso). (b) Il ribozima 
a testa di martello (così chiamato per la sua struttura secondaria 
simile alla testa di un martello a livello del sito attivo) derivato da 
certi tipi di virus delle piante (PDB ID 1IMME).1 ribozimi catalizzano 


turali possono derivare da legami idrogeno non compresi 
nell’appaiamento standard tipo Watson e Crick. Per esem- 
pio, il gruppo ossidrilico 2’ del ribosio può formare legami 
idrogeno con altri gruppi. Alcune di queste proprietà sono 
evidenti nella struttura dell’RNA transfer per la fenilalani- 
na del lievito, il tRNA responsabile dell'inserimento dei re- 
sidui di fenilalanina nei polipeptidi, e in due enzimi costi- 
tuiti da RNA (ribozimi) le cui funzioni, come quelle delle 
proteine enzimatiche, dipendono dalla loro struttura tridi- 
mensionale (Figura 8.25). 

L’analisi della struttura dell’RNA e della sua relazione 
con la funzione è un campo di ricerca che presenta la stes- 
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varie reazioni soprattutto nel metabolismo dell'RNA e nella sintesi 
proteica. La struttura tridimensionale complessa di questi RNA riflette 
la complessità del processo catalitico, come descritto per le proteine 
enzimatiche nel Capitolo 6. (c) Un segmento di mRNA, noto come 
introne, del protozoo ciliato Tetrahymena thermophila (tratto da PDB 
ID 1GRZ). Questo introne (un ribozima) catalizza la sua escissione, 
separandosi dagli esoni presenti nella catena di mRNA (introni ed 
esoni sono trattati nel Capitolo 26). 


sa complessità incontrata studiando le proteine. L’impor- 
tanza di conoscere la struttura dell’RNA diventa sempre 
più rilevante, man mano che aumentano le funzioni attri- 
buite ai vari tipi di RNA. 


SOMMARIO 8.2 
Struttura degli acidi nucleici 

e Molte evidenze sperimentali mostrano che il DNA 
contiene l'informazione genetica. Alcune delle prime 
prove provengono dall’esperimento di Avery-MacLeod- 
McCarty che dimostrò che il DNA isolato da un ceppo 
batterico può penetrare nelle cellule di un altro ceppo 
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e trasformarle, trasferendo alcune caratteristiche ere- 
ditabili del donatore. L'esperimento di Hershey-Chase 
dimostrò che è il DNA di un virus batterico, e non le 
proteine del suo involucro, a contenere l’informazio- 
ne genetica per la replicazione del virus nella cellula 
ospite. 

Correlando tra loro molte delle informazioni fino ad al- 

lora note, Watson e Crick ipotizzarono che il DNA nati- 

vo fosse costituito da due catene antiparallele destrorse, 
avvolte l’una sull’altra in una struttura a doppia elica. Le 
coppie di basi complementari, A=T e G=cC, si formano 
per mezzo di legami idrogeno all’interno della catena. 

Le strutture planari delle coppie di basi sono perpendi- 

colari al lungo asse della doppia elica, separate da 3,4 À, 

e hanno 10,5 coppie di basi per ogni giro dell’elica. 

e Il DNA può avere forme strutturali diverse. Le forme 
A e Z sono varianti della forma originale proposta da 
Watson e Crick, il DNA B. Alcune variazioni struttu- 
rali dipendenti dalla sequenza provocano ripiegamen- 
ti nella molecola del DNA. I filamenti di DNA con 
sequenze appropriate possono generare strutture a 
forma di forcina o di croce e DNA triplex e tetraplex. 

e L’RNA messaggero trasferisce l’informazione geneti- 
ca dal DNA ai ribosomi per la sintesi proteica. L’RNA 
transfer e l’RNA ribosomiale sono anch'essi coinvolti 
nella sintesi proteica. L’RNA può essere struttural- 
mente complesso; singoli filamenti di RNA possono 
ripiegarsi per formare forcine, regioni a doppia elica 0 
anse complesse. 


Chimica degli acidi nucleici 


Il ruolo del DNA come depositario dell’informazione ge- 
netica dipende in parte dalla sua intrinseca stabilità. Le 
trasformazioni chimiche che avvengono nel DNA sono 
in genere troppo lente in assenza di un catalizzatore en- 
zimatico. La conservazione per lunghi periodi di tem- 
po dell’informazione senza alterazioni è fondamentale 
per una cellula, e le reazioni che alterano il suo DNA, 
anche se molto lente, diventano quindi fisiologicamen- 
te significative. Processi come la carcinogenesi e l’invec- 
chiamento possono essere messi in relazione ad altera- 
zioni irreversibili che si accumulano nella molecola del 
DNA. Possono verificarsi anche altri eventi non distrutti- 
vi, ma altrettanto essenziali per la funzione della cellula, 
come la separazione delle catene che precede la replica- 
zione o la trascrizione del DNA. Oltre a fornirci informa- 
zioni sui processi fisiologici, la conoscenza della chimica 
degli acidi nucleici ha prodotto tutta una serie di nuove 
tecnologie che trovano applicazione in biologia moleco- 
lare, in medicina e nella chimica forense. Esamineremo 
ora alcune delle proprietà chimiche del DNA e alcune di 
queste tecnologie. 


e  Ladoppiaelica del DNA e dell'RNA può essere denaturata 

Soluzioni di DNA nativo, isolato con estrema precauzione, 
sono a pH 7,0 e a temperatura ambiente altamente viscose 
(25 °C). Quando il pH viene portato a valori estremi, op- 
pure la temperatura è innalzata al di sopra di 80 °C, la sua 
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viscosità in queste soluzioni diminuisce bruscamente, in- 
dicando che il DNA ha subito una trasformazione fisica. 
Il riscaldamento e il pH estremo, così come provocano la 
denaturazione delle proteine globulari, causano anche la 
denaturazione o fusione del DNA a doppia elica. La rot- 
tura dei legami idrogeno tra le coppie di basi e l’alterazio- 
ne dell’impilamento delle basi provocano lo srotolamento 
della doppia elica, formando due eliche singole completa- 
mente separate per tutta o per parte della loro lunghezza 
(denaturazione parziale). In questi trattamenti i legami co- 
valenti del DNA non vengono rotti (Figura 8.26). 

La rinaturazione di una molecola di DNA è un processo 
rapido a una sola tappa, se le due catene sono ancora uni- 
te da un segmento a doppia elica di una decina di residui 
o poco più. Quando la temperatura e il pH vengono ripor- 
tati a valori vicini a quelli fisiologici, i segmenti srotolati 
delle due catene si riavvolgono spontaneamente (riasso- 
ciazione o annealing), riformando la struttura duplex in- 
tatta (Figura 8.26). Se le due catene sono completamente 
separate, la rinaturazione avviene in due tappe. Nella pri- 
ma, relativamente lenta, le due catene devono “cercarsi” 
l’una l’altra attraverso collisioni casuali, in modo da forma- 
re un breve tratto a doppia elica. La seconda tappa è mol- 
to più rapida: le coppie di basi rimaste non appaiate en- 
trano facilmente in contatto fra loro e le due catene si riu- 
niscono da sole “a cerniera”, in una doppia elica completa. 

L’interazione stretta tra le basi impilate riduce la quan- 
tità di luce UV assorbita da una soluzione di acido nuclei- 


DNA a doppia elica 
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Figura 8.26 Denaturazione reversibile e riassociazione 
(annealing) del DNA. 
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co, in confronto con quella assorbita da una soluzione con- 
tenente lo stesso numero di nucleotidi liberi. La diminu- 
zione dell’assorbimento della luce è ancora più evidente 
quando le due catene complementari sono appaiate. Que- 
sto fenomeno va sotto il nome di effetto ipocromico. La de- 
naturazione di un acido nucleico a doppia elica produce in- 
vece l’effetto opposto: un aumento dell’assorbimento della 
luce, chiamato effetto ipercromico. La transizione da DNA 
a doppia elica a DNA denaturato a catena singola può es- 
sere monitorata utilizzando le variazioni di assorbimento 
della luce UV a 260 nm. 

Le molecole di DNA virale o batterico in soluzione si de- 
naturano, se riscaldate lentamente (Figura 8.27). Ogni spe- 
cie di DNA ha una caratteristica temperatura di denatura- 
zione, detta punto di fusione (ty; formalmente la tempera- 
tura alla quale metà del DNA è presente sotto forma di sin- 
gole eliche separate). Il punto di fusione del DNA è tanto 
più elevato quanto più alto è il suo contenuto in coppie di 
basi G=C. Questa proprietà dipende dal fatto che le cop- 
pie G=C sono unite da tre legami idrogeno e quindi richie- 
dono più energia per dissociarsi rispetto alle coppie A=T, 
unite solo da due legami idrogeno. Quindi, una precisa de- 
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Figura 8.27 Denaturazione al calore del DNA. (a) Curve di 
denaturazione, o di fusione, di due molecole diverse di DNA. La 
temperatura al punto medio della transizione (tm) è il punto di 
fusione, che dipende dal pH, dalla forza ionica, dalle dimensioni e 
dalla composizione in basi del DNA. (b) Relazione fra ty e contenuto 
di G + C di un DNA. 
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terminazione del punto di fusione di una molecola di DNA, 
in specifiche condizioni di pH e di forza ionica, fornisce una 
stima della sua composizione in basi. Se le condizioni di de- 
naturazione sono strettamente controllate, le regioni ricche 
di coppie A=T si denatureranno selettivamente, mentre le 
altre resteranno nella struttura a doppia elica. Queste regio- 
ni denaturate (chiamate bolle) possono essere osservate al 
microscopio elettronico (Figura 8.28). Si noti che durante 
la separazione delle eliche di DNA che si verifica in vivo du- 
rante il processo della replicazione e quello della trascrizio- 
ne del DNA i siti di inizio di questi processi sono spesso ric- 
chi di coppie A=T, come vedremo in seguito. 

Possono essere denaturate anche molecole di RNA a 
doppio filamento, o molecole formate da una catena di 
DNA e una di RNA (ibridi DNA-RNA). Gli RNA duplex so- 
no molto più stabili dei DNA duplex. A pH neutro la dena- 
turazione di una doppia elica di RNA richiede spesso tem- 
perature superiori anche di 20 °C rispetto a quelle necessa- 
rie per la denaturazione di una sequenza di DNA con una 
sequenza comparabile, assumendo che i filamenti in cia- 
scuna molecola siano perfettamente complementari. La 
stabilità dell’ibrido RNA-DNA è in genere intermedia fra 
quella del DNA e quella dell'RNA. Le basi fisiche responsa- 
bili di queste differenze di stabilità termica non sono note. 


e Gliacidi nucleici di specie diverse possono formare ibridi 

La capacità di appaiamento di due catene complementari 
può essere utilizzata per identificare sequenze di DNA si- 
mili presenti in specie diverse, oppure nel genoma di una 
singola specie. Se molecole di DNA duplex isolate da cel- 
lule umane e da cellule di topo vengono denaturate com- 
pletamente per riscaldamento e poi mescolate, e la solu- 
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Figura 8.28 DNA parzialmente denaturato. || DNA è stato 
parzialmente denaturato e fissato per impedirne la rinaturazione 
durante la preparazione del campione. Il metodo di ombreggiatura 
usato per visualizzare il DNA in questa fotografia al microscopio 
elettronico aumenta il suo diametro di circa cinque volte e nasconde 
molti dei dettagli dell'elica. Si possono però ottenere misure della 
lunghezza, e si distinguono facilmente le regioni a catena singola 
da quelle a doppia catena. Le frecce indicano alcune bolle a catena 
singola dove ha avuto luogo la denaturazione. Le regioni che 
denaturano sono facilmente riproducibili e sono ricche di coppie di 
basi A=T. 
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zione viene portata per molte ore a una temperatura di 
25 °C, quindi al di sotto della loro t», gran parte del DNA 
tornerà a riassociarsi (annealing). La velocità di riassocia- 
zione dipende dalla temperatura, dalla lunghezza e dalla 
concentrazione dei frammenti di DNA sottoposti a rias- 
sociazione, dalla concentrazione salina e dalle proprietà 
delle sequenze stesse (cioè la complessità e il contenuto di 
G=C). La temperatura è un aspetto molto importante: se 
è troppo bassa, corte sequenze con sequenza simile, pre- 
senti in zone di molecole di DNA distanti ed eterologhe, 
si associano in modo improduttivo e interferiscono con la 
riassociazione più generale delle due catene di DNA com- 
plementari; se la temperatura è troppo alta, viene favori- 
ta la denaturazione. Le catene complementari del DNA di 
topo si riassociano, con formazione di DNA duplex; ana- 
logamente, la maggior parte delle catene del DNA umano 
si riassocia con catene di DNA umano. Però alcune cate- 
ne di DNA di topo potranno associarsi con catene di DNA 
umano, formando duplex ibridi, in cui segmenti della ca- 
tena di DNA di topo si appaiano con segmenti della catena 
di DNA umano (Figura 8.29), riflettendo così una comune 
eredità evolutiva. Infatti, organismi diversi hanno general- 
mente alcune molecole di proteine e di RNA con funzio- 
ni simili, e quindi anche con strutture simili. In molti casi 
i DNA che codificano queste molecole proteiche oppure 
molecole di RNA hanno sequenze simili. Più strette sono 
le relazioni evolutive tra due specie, più grande diventa la 
possibilità di formare ibridi fra i loro DNA. Per esempio, 
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Figura 8.29 Ibridazione del DNA. Due campioni di DNA da 
confrontare sono denaturati completamente per riscaldamento. 
Quando le due soluzioni sono mescolate e la miscela viene 
raffreddata lentamente, le catene di DNA di ogni campione si 
riassociano con le loro catene complementari e riacquistano la 
struttura a doppia elica del duplex normale. Se i due diversi DNA 
hanno un'omologia di sequenza significativa, essi tenderanno a 
formare duplex o ibridi l'uno con l'altro; quanto più alto è il grado di 
omologia, tanto maggiore sarà il numero di ibridi che si potranno 
formare. La formazione degli ibridi si può valutare con tecniche 
diverse. Per facilitarne la determinazione di solito uno dei due DNA 
viene marcato con un isotopo radioattivo. 
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il DNA umano forma molti più ibridi con il DNA di topo 
che con quello di lievito. 

La formazione di ibridi tra catene di DNA di specie di- 
verse rappresenta la base di alcune tecniche essenziali nel- 
la moderna genetica molecolare. È possibile identificare 
una sequenza di uno specifico DNA o di un gene in presen- 
za di molte altre sequenze se si dispone di un’appropriata 
catena di DNA complementare (di solito marcata in qual- 
che modo), in grado di formare ibridi con il DNA da stu- 
diare (vedi il Capitolo 9). Il DNA complementare può esse- 
re ottenuto da una specie diversa o dalla stessa specie, op- 
pure può essere sintetizzato per via chimica in laboratorio 
usando le tecniche descritte più avanti in questo capitolo. 
La tecnica di ibridazione può essere modificata per iden- 
tificare uno specifico RNA, invece di un DNA, rendendo 
possibile isolare nuovi geni o nuove molecole di RNA. La 
sua applicazione consente di riconoscere un individuo sul- 
la base di un singolo capello trovato sulla scena di un de- 
litto, o di prevedere la comparsa di una malattia decenni 
prima dell’apparire dei sintomi (vedi il Box 9.1). 


e Inucleotidie gli acidi nucleici vanno incontro 
a trasformazioni non enzimatiche 
Le basi puriniche e quelle pirimidiniche, nonché 
F i nucleotidi di cui fanno parte, subiscono un cer- 
to numero di reazioni spontanee che portano 
all’alterazione della loro struttura covalente. Queste rea- 
zioni sono in genere molto lente, ma sono fisiologicamente 
significative perché la cellula ha una bassa tolleranza ad 
alterazioni dell’informazione genetica. Le modificazioni 
della struttura del DNA con variazioni permanenti dell’in- 
formazione genetica codificata sono dette mutazioni, e 
un gran numero di evidenze suggerisce l’esistenza di uno 
stretto legame tra l’accumularsi delle mutazioni e i proces- 
si di invecchiamento e di carcinogenesi. 

Alcune basi nucleotidiche vanno incontro alla perdita 
spontanea dei loro gruppi amminici esociclici (deammi- 
nazione) (Figura 8.30a). Per esempio, nelle tipiche condi- 
zioni cellulari la deamminazione della citosina (nel DNA) 
a uracile può avvenire alla velocità di una citidina ogni 10” 
citidine totali in 24 ore. In una cellula di mammifero ciò 
corrisponde in media a circa 100 eventi spontanei al gior- 
no. La deamminazione dell’adenina e della guanina è cir- 
ca 100 volte più lenta. 

La lenta reazione di deamminazione della citosina sem- 
bra relativamente innocua e quasi certamente è per questo 
che il DNA contiene timina invece che uracile. Il prodotto 
della deamminazione della citosina (l’uracile) viene rapi- 
damente riconosciuto come estraneo nel DNA e quindi ri- 
mosso dai meccanismi di riparazione (vedi il Capitolo 25). 
Se il DNA contenesse normalmente l’uracile, diventerebbe 
molto difficile identificare gli uracili prodotti dalla deammi- 
nazione della citosina e gli uracili non riparati causerebbe- 
ro modificazioni permanenti nella sequenza, in quanto es- 
si si appaiano all’adenina durante la replicazione. Nel DNA 
di una cellula la deamminazione della citosina porterebbe 
a una graduale diminuzione delle coppie di basi G=C e a 
un aumento delle coppie A=U. Nel corso dei millenni la 
reazione di deamminazione della citosina avrebbe potuto 
eliminare le coppie di basi G=C e di conseguenza il codi- 
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ce genetico che dipende dalla presenza anche di queste ba- 
si. L'introduzione della timina come una delle quattro basi 
del DNA è stata sicuramente uno dei punti chiave dell’evo- 
luzione in quanto ha reso possibile la conservazione dell’in- 
formazione genetica a lungo termine. 

Un’altra importante reazione dei deossiribonucleotidi 
è l’idrolisi del legame N-f-glicosilico tra la base e il pento- 
sio, che crea una lesione chiamata sito AP (sito apurinico 
o apirimidinico) o sito abasico (Figura 8.30b). Ciò avviene 
molto più rapidamente per le purine rispetto alle pirimi- 
dine. Nelle condizioni intracellulari tipiche, ogni 24 ore 
viene persa dal DNA una base purinica ogni 10° purine 
(10 000 in una cellula di mammifero). La depurinazione 
dei ribonucleotidi e dell'RNA è molto più lenta e in gene- 
re non viene considerata fisiologicamente significativa. In 
provetta, la perdita delle basi puriniche può essere acce- 
lerata da un acido diluito. L’incubazione del DNA a pH 3 
porta a una rimozione selettiva delle basi puriniche, pro- 
ducendo un derivato chiamato acido apurinico. 

Altre reazioni sono innescate da alcuni tipi di radiazio- 
ni. La luce UV provoca la condensazione di due gruppi eti- 
lenici, formando un anello ciclobutanico. Nella cellula av- 
viene la stessa reazione tra basi pirimidiniche adiacenti in 
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un acido nucleico e vengono prodotti dimeri ciclobutanici 
delle pirimidine. La frequenza di questo processo è mag- 
giore quando due residui di timidina adiacenti sono sul- 
la stessa catena di DNA (Figura 8.31). Un secondo tipo di 
dimero pirimidinico formato durante l’irradiamento con 
luce UV è chiamato fotoprodotto 6-4. Le radiazioni ioniz- 
zanti (i raggi X e i raggi gamma) possono causare l’aper- 
tura dell’anello e la frammentazione delle basi, come pu- 
re la rottura dello scheletro covalente degli acidi nucleici. 

Praticamente tutte le forme di vita sono esposte a ra- 
diazioni ricche di energia capaci di determinare modifi- 
cazioni chimiche del DNA. Le radiazioni nel vicino ultra- 
violetto (con una lunghezza d’onda tra 200 e 400 nm), che 
costituiscono una porzione significativa dello spettro so- 
lare, portano alla formazione di dimeri di pirimidine e ad 
altre alterazioni chimiche nel DNA dei batteri e delle cel- 
lule della pelle dell’uomo. Intorno a noi vi è un campo co- 
stante di radiazioni ionizzanti sotto forma di raggi cosmi- 
ci, che possono penetrare in profondità nel terreno, e sot- 
to forma di radiazioni emesse da elementi radioattivi qua- 
li il radio, il plutonio, l’uranio, il radon, il !4C e 1*H. I raggi 
X, usati nelle indagini radiologiche in medicina, in odon- 
toiatria e nella terapia contro il cancro e altre malattie, so- 
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Figura 8.30 Alcune reazioni non enzimatiche dei nucleotidi ben 
caratterizzate. (a) Reazioni di deamminazione. Vengono mostrate solo le 
basi. (b) Reazioni di depurinazione, in cui una purina viene persa per idrolisi 
del legame N-f-glicosidico. Anche la perdita di pirimidine avviene attraverso 
reazioni simili, che però si svolgono più lentamente. La lesione risultante, in 
cui è presente il deossiribosio ma non la base, è detta sito abasico o sito AP (in 
genere sito apurinico, più raramente sito apirimidinico). Il deossiribosio che 
rimane dopo la depurinazione viene convertito dalla forma f-furanosica nella 
forma aldeidica (vedi la Figura 8.3). Altre reazioni non enzimatiche vengono 
riportate nelle Figure 8.31 e 8.32. 
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H Figura 8.31 Formazione di dimeri di pirimidina indotta 
N dalla luce UV. (a) La reazione a sinistra porta alla formazione di 
pce=o0 un anello ciclobutanico che comprende gli atomi C-5 e C-6 di due 
CES, residui adiacenti di pirimidina. Una reazione alternativa porta alla 
CHs N formazione del fotoprodotto 6-4, generando un legame tra gli atomi 
ar C-6 di un residuo e C-4 dell'altro vicino (a destra). (b) La formazione 
H del dimero ciclobutanico pirimidinico genera un angolo o una piega 
i - nella catena del DNA (PDB ID 1TTD). 
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no un’altra forma di radiazioni ionizzanti. È stato calcola- 
to che le radiazioni ultraviolette e quelle ionizzanti sono 
responsabili di circa il 10% di tutti i danni causati al DNA 
da agenti ambientali non biologici. 

Il DNA può essere danneggiato da reagenti chimici in- 
trodotti nell'ambiente come prodotti dell’attività industria- 
le. Molti di questi prodotti di per sé non sono dannosi, ma 
possono essere metabolizzati dalla cellula e trasformati in 
composti pericolosi. Due classi principali di questi reagen- 
ti (Figura 8.32) sono: (1) gli agenti deamminanti, in par- 
ticolare l’acido nitroso (HNO;) o composti che, una vol- 
ta metabolizzati, producono acido nitroso o nitriti; (2) gli 
agenti alchilanti. 
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Figura 8.32 Agenti chimici che 
danneggiano il DNA. (a) Precursori 
dell'acido nitroso, che promuove reazioni 
di deamminazione. (b) Agenti alchilanti. 
Solamente la S-adenosilmetionina agisce 
enzimaticamente. 
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L’acido nitroso, formato da precursori organici come 
le nitrosammine o da nitriti e nitrati, è un reagente che 
accelera la deamminazione delle basi. Il bisolfito ha ef- 
fetti simili. Entrambi questi composti vengono usati co- 
me conservanti nei processi di preparazione dei cibi per 
impedire la crescita di batteri tossici. Non sembra che 
questi composti aumentino significativamente il rischio 
di comparsa del cancro quando sono usati in questo mo- 
do, forse perché sono utilizzati in piccole quantità e il 
loro contributo nel danneggiare il DNA è relativamente 
piccolo. (Il rischio potenziale per la salute dovuto al de- 
terioramento del cibo quando non vengono usati questi 
composti è molto maggiore.) 
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Gli agenti alchilanti possono alterare certe basi del 
DNA. Per esempio, il reagente chimico dimetilsolfato (Fi- 
gura 8.32b) può metilare i residui guaninici, producendo 
O°-metilguanina, che non è più in grado di appaiarsi con 
la citosina. 
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Altri reagenti alchilanti normalmente presenti nelle cel- 
lule, come l’S-adenosilmetionina, possono innescare mol- 
te reazioni simili. 

La principale fonte di alterazioni mutageniche nel 
DNA è probabilmente lo stress ossidativo. Radicali dell’os- 
sigeno, come il perossido d’idrogeno, i radicali ossidrili- 
ci e i radicali superossido, hanno origine durante l’irra- 
diamento o come sottoprodotti del metabolismo aerobi- 
co. Fra queste specie, i radicali ossidrilici sono responsa- 
bili della maggior parte dei danni ossidativi del DNA. Le 
cellule possiedono un elaborato sistema di difesa che di- 
strugge queste specie reattive, tra cui enzimi come la ca- 
talasi e la superossido dismutasi, che convertono le spe- 
cie reattive dell’ossigeno in prodotti innocui. Una parte 
di questi radicali può sfuggire alle difese dell'organismo 
e danneggiare il DNA mediante una serie di reazioni che 
vanno dall’ossidazione del deossiribosio e di porzioni di 
basi fino alla rottura delle catene. Non è possibile fare 
una stima accurata del danno prodotto da questi radi- 
cali dell’ossigeno, ma è chiaro che il DNA in ogni cellula 
dell’uomo è sottoposto ogni giorno a migliaia di modifi- 
cazioni causate dalle reazioni ossidative. 

Quelle citate sopra sono solo un campione delle reazio- 
ni meglio conosciute che producono danni al DNA. Molti 
composti carcinogeni presenti nel cibo, nell'acqua o nell’a- 
ria esercitano la loro azione attraverso la modificazione di 
basi del DNA. Nella cellula, tuttavia, l'integrità del DNA 
come polimero si conserva meglio di quella dell'RNA o 
delle proteine, in quanto il DNA è la sola macromolecola 
ad avere sistemi biochimici di riparazione. Questi proces- 
si (descritti nel Capitolo 25) riducono significativamente 
l’effetto dei danni al DNA. O 


e Alcunebasi del DNA vengono metilate 

Alcune basi nucleotidiche della molecola del DNA vengo- 
no metilate enzimaticamente. L’adenina e la citosina ven- 
gono metilate più spesso della guanina e della timina. La 
metilazione delle basi non è casuale, ma in genere è limi- 
tata ad alcune sequenze o regioni specifiche del DNA. In 
alcuni casi la funzione della metilazione è ben conosciu- 
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ta; in altri resta ancora da scoprire. Tutte le DNA metila- 
si conosciute usano come donatore del gruppo metilico 
l’S-adenosilmetionina (Figura 8.32b). In E. coli vi sono due 
sistemi di metilazione. Uno fa parte di un meccanismo di 
difesa cellulare che aiuta a distinguere il DNA della cellula 
dal DNA estraneo, marcando il proprio con gruppi metili- 
ci e distruggendo quello (estraneo) non metilato (questo 
processo è noto come sistema di restrizione-modificazione; 
vedi pagina 324). L’altro sistema metila residui di adeno- 
sina a N°-metiladenosina (vedi la Figura 8.5a) all’interno 
delle sequenze (5’)-GATC -(3'). La reazione è catalizzata 
da un enzima chiamato Dam (DNA adenina metilazione) 
metilasi, che fa parte del sistema di riparazione capace di 
rimuovere gli appaiamenti errati tra le basi che si posso- 
no formare occasionalmente durante la replicazione del 
DNA (vedi la Figura 25.21). 

Nelle cellule eucariotiche circa il 5% dei residui di ci- 
tidina viene metilato, formando 5-metilcitidina (Figura 
8.5a). La metilazione è più frequente nelle sequenze CpG 
e produce metil-CpG distribuiti simmetricamente in am- 
bedue i filamenti di DNA. L’entità della metilazione delle 
sequenze CpG varia da regione a regione nelle molecole 
di DNA di grandi dimensioni degli eucarioti. 


e È possibile determinare la sequenza 

di lunghi tratti di DNA 
Considerando il ruolo del DNA come depositario dell’in- 
formazione genetica, è evidente che la sua più importan- 
te proprietà è la sequenza nucleotidica. Fino alla fine degli 
anni ’70 ottenere la sequenza di un acido nucleico conte- 
nente anche solo cinque o dieci nucleotidi era molto dif- 
ficile e laborioso. Nel 1977 lo sviluppo di due nuove tecni- 
che, una messa a punto da Alan Maxam e da Walter Gilbert 
e l’altra da Frederick Sanger, ha reso possibile la determi- 
nazione della sequenza anche di lunghi tratti di DNA, con 
una facilità che solo pochi decenni prima non era nemme- 
no immaginabile. Le tecniche derivano da una migliore co- 
noscenza della chimica dei nucleotidi e del metabolismo 
del DNA e da metodi elettroforetici in grado di separare 
tra loro catene di DNA che differiscono di un solo nucleo- 
tide. L’elettroforesi del DNA è simile a quella delle protei- 
ne (vedi la Figura 3.18). La poliacrilammide viene spesso 
usata come gel di supporto quando si usano molecole di 
DNA corte (fino a qualche centinaio di nucleotidi); il gel 
di agarosio viene invece utilizzato per separare molecole 
di DNA più lunghe. 

Sia nel metodo di sequenziamento di Sanger sia in 
quello di Maxam-Gilbert, il principio generale si basa sul- 
la riduzione del DNA da sequenziare a quattro gruppi di 
frammenti marcati. La reazione che produce ogni grup- 
po di frammenti è base-specifica, e quindi la lunghezza di 
ogni frammento corrisponde alla posizione nella sequenza 
del DNA in cui è presente una certa base. Per esempio, se 
un oligonucleotide con la sequenza pAATCGACT marcato 
all’estremità 5’ (l’estremità sinistra) viene sottoposto a una 
reazione che rompe il DNA dopo ogni residuo C, produr- 
rà due frammenti marcati (uno di quattro nucleotidi, l’al- 
tro di sette); sottoposto invece a una reazione che rompe 
il DNA dopo ogni G genererà un unico nucleotide marca- 
to, un frammento oligonucleotidico di cinque basi. Poiché 
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Figura 8.33 Sequenziamento del DNA con il metodo di 
Sanger. Questo metodo utilizza la sintesi di DNA per mezzo di una 


ia dATP DNA polimerasi (vedi il Capitolo 25). (a) La DNA polimerasi richiede 


@MELIM 


CTAAGCTCGACT 


i 
iI 
Stampo 
+ 


dCTP, dGTP, dATP, ATTP 


ll > 


un primer (una breve catena oligonucleotidica) a cui aggiungere i 
nucleotidi, e un filamento stampo che guidi la scelta dei nucleotidi 
da inserire nel filamento di nuova sintesi. Nelle cellule il gruppo 
ossidrilico 3' del primer reagisce con il deossinucleoside trifosfato 
(ANTP) entrante e forma un legame fosfodiestere. (b) Il metodo di 
sequenziamento di Sanger utilizza analoghi di dideossinucleoside 
trifosfato (AdNTP) per interrompere la sintesi del DNA. (Il metodo 
di Sanger è noto anche come metodo dei dideossi.) Quando 

un ddNTP si inserisce al posto di un ANTP, l'allungamento del 
filamento si ferma per effetto dell'aggiunta dell'analogo privo del 
gruppo ossidrilico 3’ necessario alla prosecuzione della sintesi. 

(c) Il DNA da sequenziare è usato come filamento stampo, insieme 
a piccoli primer contenenti radioisotopi o resi fluorescenti che 

si riassociano allo stampo. Aggiungendo poi piccole quantità 

di un singolo ddNTP, per esempio ddCTP, a un sistema di 

reazione contenente i reagenti normali, si sintetizzeranno 
filamenti che termineranno prematuramente ogni qualvolta si 
incontra un residuo dC. Dato che nella miscela è presente ACTP 

in eccesso rispetto a ddCTP, la probabilità che l'analogo venga 
incorporato tutte le volte che deve essere incorporato un dC è 
bassa. Comunque, ddCTP è presente in quantità sufficiente da 
permettere che ogni filamento neosintetizzato abbia la probabilità 
di incorporare almeno un ddC in qualche punto durante la sintesi. 
Il risultato è che in soluzione si ha una serie di frammenti marcati 
che terminano tutti con C. Ogni residuo di C nella sequenza 
originale determina così una serie di frammenti con una specifica 
lunghezza; i frammenti possono essere separati mediante 
elettroforesi e dalla loro migrazione si può dedurre la posizione 

di ogni residuo C. Questo procedimento viene effettuato con 
ciascuno dei quattro dANTP e la sequenza nucleotidica può essere 
letta direttamente sull'autoradiografia del gel. Poiché i frammenti 
di DNA più corti migrano più velocemente, i frammenti vicino 

al fondo rappresentano le posizioni nucleotidiche più vicine al 
primer (estremità 5’); la sequenza viene letta nella direzione 

5'— 3', cioè dal basso verso l'alto. Si noti che il filamento ottenuto 
è il filamento complementare a quello usato nell'analisi. 


+ ddATP + ddCTP + ddGTP + dd TTP 
MMI GATTCGAGCTGddA MM GATTCGAGddC MMI GATTCGAGCTddG MII GATTCGAGCdAT 
BI GATTCGAdA MI GATTAdC BI: GATTCGAddG BE GATAAT 
MI GddA ME: GATTCAdG REI GAddT 
| MI daG 
A Cc G T 
3 
12 A 
11 G i segmenti sono marcati con radioisotopi all'estremità 5’, 
pi . saranno visibili solo i frammenti formati sul lato 5’ della 
8 G rottura. Le dimensioni dei frammenti dipendono dalle po- 
7 A sizioni dei residui C e G nella sequenza. Quando i gruppi 
6 G di frammenti corrispondenti a ciascuna delle quattro basi 
_ _ vengono separati in un’elettroforesi in cui sono posti l’uno 
3 T di fianco all’altro, si ottiene una serie di bande sovrappo- 
2 A ste dalla cui lettura è possibile ricavare direttamente la se- 
1 G quenza dell’oligonucleotide (Figura 8.33). Qui analizzere- 
. mo solo il metodo di Sanger, in quanto viene utilizzato più 
Autoradiogramma Sequenza n . n ì ° 
del gel elettroforetico del filamento frequentemente ed è tecnicamente più facile da eseguire. 
(c) complementare Esso richiede la sintesi enzimatica di un filamento di DNA 
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complementare a quello da analizzare, usando un primer 
(innesco) marcato con radioisotopi e dideossinucleotidi. 

Dal momento in cui queste prime metodiche pratiche 
di sequenziamento del DNA sono apparse, la metodologia 
del sequenziamento è migliorata notevolmente e molto ra- 
pidamente. La maggior parte delle innovazioni è stata fa- 
vorita dal Progetto di sequenziamento del Genoma Uma- 
no, descritto nel Capitolo 9. Una variante del metodo di 
Sanger, in cui i dideossinucleotidi impiegati in ogni reazio- 
ne sono marcati con un composto fluorescente che emette 
un colore diverso (Figura 8.34), è stata utilizzata nei tenta- 
tivi iniziali per cercare di automatizzare il sequenziamen- 
to di grandi tratti di DNA. Questa tecnologia consente di 
ottenere in poche ore sequenze di migliaia di nucleotidi. 
Questo approccio è stato utilizzato tantissimo nei tentati- 
vi iniziali di sequenziare i genomi interi degli organismi e 
viene ancora impiegato per il sequenziamento ordinario 
di geni o di segmenti di DNA. Il sequenziamento genomi- 
co moderno, però, fa ora uso di una vasta gamma di me- 
todiche molto più efficienti, a cui a volte si fa riferimento 
chiamandole “di nuova generazione” o sequenziamento 
nextgen. Queste metodologie sono descritte in dettaglio 
nel Capitolo 9. SW _Dideoxy Sequencing ofDNA 


e Lasintesi chimica del DNA è stata automatizzata 

Un importante passo avanti, dal punto di vista pratico, nel 
campo della chimica degli acidi nucleici è stato la sinte- 
si rapida e precisa di corti oligonucleotidi a sequenza no- 
ta. La tecnica, ideata e sviluppata da H. Gobind Khorana 
e dai suoi collaboratori negli anni ’70, e successivamen- 
te perfezionata da Robert Letsinger e Marvin Caruthers, 
è oggi ampiamente utilizzata ed è denominata metodo 
del fosforamidito (Figura 8.35). La sintesi viene effettua- 
ta con la catena in fase di crescita legata a un supporto 
solido, utilizzando principi simili a quelli usati da Merri- 
field per la sintesi dei peptidi (vedi la Figura 3.32); l’inte- 
ra metodica può essere facilmente automatizzata. L’effi- 
cienza di ogni tappa di addizione di un residuo è molto 
elevata e permette la sintesi di polimeri contenenti fino 
a 70-80 nucleotidi o anche più lunghi. La disponibilità di 
polimeri di DNA a sequenza prestabilita ha avuto e ha 
tuttora un forte impatto in tutti i campi della ricerca bio- 
chimica (Capitolo 9). 


Figura 8.34 Strategia per l'automazione delle reazioni di 
sequenziamento del DNA. Ogni dideossinucleotide utilizzato 

per la sintesi del DNA con il metodo di Sanger può essere legato 

a una molecola fluorescente che conferisce al frammento di DNA 

un determinato colore. Tutti e quattro i dideossinucleotidi marcati 
sono aggiunti nella stessa provetta. | frammenti di DNA colorati 

così prodotti vengono separati in una singola corsa elettroforetica 
su un gel contenuto in un tubo capillare (un metodo che consente 
separazioni ottimali e molto rapide). Tutti i frammenti della stessa 
lunghezza migrano attraverso il gel nello stesso picco e il colore 
associato a ciascun picco viene identificato con l'aiuto di un raggio 
laser. La sequenza del DNA viene letta determinando la sequenza dei 
colori nei picchi man mano che passano davanti al rivelatore. Queste 
informazioni sono quindi trasferite direttamente a un computer, che 
determina la sequenza. 
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Figura 8.35 Sintesi chimica del DNA con il metodo del 
fosforamidito. La sintesi automatizzata del DNA è concettualmente 
simile alla sintesi in fase solida dei polipeptidi. L'oligonucleotide 
desiderato viene sintetizzato su un supporto solido (di silice), un 
nucleotide dopo l'altro, mediante una serie di reazioni chimiche 
ripetute automaticamente che utilizzano precursori nucleotidici 
opportunamente protetti. © Il primo nucleoside (che sarà l'estremità 
3') è legato con il suo gruppo ossidrilico 3’ al supporto di silice 
(mediante un gruppo che fa da ponte, indicato con R), ed è protetto 
a livello dell'ossidrile 5' da un gruppo acido labile dimetossitritile 
(DMT). Tutti i gruppi reattivi sulle basi sono chimicamente protetti. 
@ Il gruppo di protezione DMT viene rimosso lavando la colonna 
con acido (il gruppo DMT è colorato e quindi la reazione può essere 
seguita con uno spettrofotometro). @ Il nucleotide successivo 
possiede un gruppo fosforamidato in posizione 3' consistente in un 
fosfito trivalente (in contrasto col fosfato pentavalente più ossidato 
normalmente presente negli acidi nucleici), con uno degli ossigeni 


Le tappe da @ 1 © sono ripetute fino a che non sono stati legati tutti i residui 


Sottoprodotto della diisopropilammina 


Ossidazione 
per formare 
| un triestere 


rimpiazzato da un gruppo amminico o da un'ammina sostituita. Nella 
comune variante mostrata nella figura, uno degli atomi di ossigeno 
del fosforamidito è legato al deossiribosio, un altro è protetto da 

un gruppo cianoetilico, mentre la terza posizione è occupata da un 
gruppo diisopropilico, facilmente rimuovibile. La reazione con il 
nucleotide immobilizzato forma un legame 5’,3', mentre il gruppo 
diisopropilamminico viene eliminato. Nella tappa ©, il legame fosfato 
viene ossidato con iodio per formare un legame fosfotriestere. Le 
reazioni da @ a © sono ripetute fino a che non sono stati legati tutti i 
nucleotidi. A ogni tappa il nucleotide in eccesso viene rimosso prima 
dell'aggiunta del successivo. Nelle tappe @ e @ vengono rimossi i 
gruppi di protezione che sono rimasti sulle basi e sui gruppi fosforici. 
Nella tappa @ l'oligonucleotide viene staccato dal supporto solido 

e purificato. La sintesi chimica dell'RNA è più complicata in quanto 
bisogna proteggere anche il gruppo ossidrilico 2’ del ribosio senza 
modificare la reattività del gruppo ossidrilico in posizione 3°. 
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SOMMARIO 8.3 
Chimica degli acidi nucleici 

e Il DNA nativo si svolge reversibilmente e i due fila- 
menti si separano (fusione) in seguito a riscaldamento 
o esposizione a pH estremi. La temperatura di fusione 
del DNA ricco di coppie G=C è più elevata di quella 
del DNA ricco di coppie A=T. 

e I singoli filamenti di DNA di specie diverse possono 
formare ibridi a doppia elica, il cui grado di ibridazione 
dipende da quanto sono simili le due sequenze. L’ibri- 
dazione è la base di importanti tecniche usate per stu- 
diare e isolare specifici geni e gli RNA. 

e Il DNA è un polimero relativamente stabile. Reazioni 

spontanee come la deamminazione di certe basi, l’i- 

drolisi dei legami N-glicosidici che uniscono le basi al 

pentosio, la formazione dei dimeri di pirimidina in- 

dotta dalle radiazioni e i danni ossidativi avvengono a 

velocità molto basse, ma sono ugualmente importanti, 

perché la cellula ha una bassissima tolleranza per le 
modificazioni del materiale genetico. 

È possibile determinare le sequenze del DNA e sinte- 

tizzare polimeri di DNA utilizzando un’ampia gamma 

di moderne metodologie. 

e Gli oligonucleotidi di sequenze conosciute possono 
essere sintetizzati rapidamente e in modo molto ac- 
curato. 


Altre funzioni dei nucleotidi 


Oltre ai loro ruoli come unità strutturali degli acidi nuclei- 
ci, i nucleotidi svolgono altri ruoli nella cellula, come tra- 
sportatori di energia, componenti di cofattori enzimatici 
e messaggeri chimici. 


e nucleotidi trasportano energia chimica nella cellula 

Al gruppo fosforico legato covalentemente all’ossidrile in 
posizione 5’ di un ribonucleotide può legarsi un altro fo- 
sfato, o anche altri due gruppi fosforici. I derivati fosfori- 
lati dei nucleosidi possono dunque essere nucleosidi mo- 
no-, di- e trifosfato (Figura 8.36). A partire dal ribosio, i 
tre gruppi fosforici vengono rispettivamente indicati con 
le lettere greche a, fp, e y. L’idrolisi dei nucleosidi trifosfa- 
to fornisce l’energia chimica necessaria a favorire un gran 
numero di reazioni e fusioni cellulari. L’adenosina 5'-tri- 
fosfato (ATP) è il nucleotide più usato nei trasferimenti 
energetici, ma alcune reazioni sfruttano invece P’UTP il 
GTP e il CTR I nucleosidi trifosfato servono anche come 
precursori attivati per la sintesi del DNA e dell'RNA, co- 
me descritto nei Capitoli 25 e 26. 

L'energia che si libera dall’idrolisi dei nucleosidi tri- 
fosfato dipende dalla struttura del gruppo trifosforico. Il 
legame tra il ribosio e il fosfato in posizione a è di natu- 
ra esterica, mentre i legami a, e B,y sono invece fosfoa- 
nidridici (Figura 8.37). L’idrolisi del legame estere libera 
circa 14 kJ/mole, mentre l’idrolisi di uno dei due legami 
fosfoanidridici rende circa 30 kJ/mole. L’idrolisi dell’ATP 
ha un ruolo importante nei processi biosintetici; se viene 
accoppiata a una reazione con un’energia libera positiva, 
l’idrolisi dell’ATP sposta l'equilibrio dell’intero processo a 
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dei ribonucleosidi 5'-fosfato 


Base Mono- Di- Tri- Base Mono- Di- Tri- 

Adenina AMP ADP ATP Adenina dAMP dADP dATP 
Guanina GMP  GDP GTP Guanina AGMP dGDP dGTP 
Citosina CMP. CDP CTP Citosina ACMP dCDP dCTP 
Uracile UMP UDP UTP Timina dTMP dTDP dTTP 


Figura 8.36 Nucleosidi fosfato. Struttura generale dei nucleosidi 
5'-mono-, 5’-di- e 5’-trifosfato (NMP, NDP, NTP) e loro abbreviazioni 
standard. Nei deossiribonucleosidi fosfato (ANMP, ANDP e dNTP) il 
pentosio è il 2'-deossi-p-ribosio. 
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Figura 8.37 Ilegami fosfoestere e fosfoanidridici dell'ATP. 
L'idrolisi di un legame anidridico rilascia molta più energia di quella 
ottenibile dalla rottura di un legame estere. Per un confronto sono 
riportati anche un'anidride acida carbossilica e un estere acido 
carbossilico. 


favore della formazione dei prodotti (si ricordi la relazio- 
ne tra costante di equilibrio e variazione di energia libera 
descritta dall’Equazione 6.3 a pagina 202). 


e Inucleotidi adenilici fanno parte di molti cofattori 
enzimatici 

Molti cofattori enzimatici, che chimicamente agiscono con 

diverse modalità, contengono un residuo di adenosina nel- 

la loro struttura (Figura 8.38). Essi non sono struttural- 


© 978-88-08-26148-9 


mente correlati, eccetto che per la presenza dell’adeno- 
sina. In nessuno di questi cofattori l’adenosina partecipa 
direttamente alla funzione primaria del cofattore, tutta- 
via la rimozione dell’adenosina generalmente comporta 
una drastica riduzione dell’attività del cofattore. Per esem- 
pio, la rimozione del nucleotide adenilico 3'-fosfoadeno- 
sina difosfato dall’acetoacetil-CoA, l’acetoacetilato lega- 
to al coenzima A, riduce la sua reattività come substrato 
della p-chetoacetil-CoA trasferasi (un enzima del meta- 
bolismo lipidico) di un fattore pari a 10° volte. Anche se 
questa necessità strutturale non è stata analizzata in det- 
taglio, è molto probabile che essa coinvolga l’energia di 
legame tra l'enzima e il substrato (0 cofattore) necessaria 
nella catalisi e nella stabilizzazione del complesso inizia- 
le enzima-substrato (Capitolo 6). Nel caso della B-chetoa- 
cetil-CoA trasferasi, la parte nucleotidica del coenzima A 
sembra agire come una “maniglia” che aiuta il substrato 


Coenzima A 
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(l’acetoacetil-CoA) a sistemarsi nel sito attivo dell’enzima. 
Ruoli simili potrebbero essere ipotizzati anche per altri co- 
fattori nucleotidici. 

Perché è proprio l’adenosina, e non altre molecole, 
a far parte di tali cofattori? La risposta va data in termi- 
ni di economia evoluzionistica. L’adenosina non è certo 
l’unica molecola che può contribuire all’energia di lega- 
me. La sua importanza non dipende quindi da caratteri- 
stiche chimiche speciali, ma piuttosto dal vantaggio che 
può derivare alla cellula dall’uso di uno stesso composto 
in molteplici ruoli. Quando l’ATP diventò la fonte uni- 
versale di energia chimica, si svilupparono sistemi atti a 
sintetizzare ATP in quantità maggiore degli altri nucleo- 
tidi. Per la sua abbondanza, divenne logico realizzare si- 
stemi evolutivi indirizzati a incorporare l’ATP in svaria- 
te strutture. Questa logica evoluzionistica si estende alle 
strutture proteiche. 


i E 
HS—CH;—CH;—N o CH3—CH3—N o c 0 CH,—0 
o) ) OHCH; 


B-Mercaptoetilammina 


Figura 8.38 Alcuni coenzimi che contengono adenosina. La 
parte adenosinica è ombreggiata in rosa. Il coenzima A (CoA) agisce 
nelle reazioni di trasferimento dei gruppi acilici; il gruppo acilico 
(come il gruppo acetilico o il gruppo acetoacetilico) è legato al CoA 
mediante un legame tioestere alla porzione B-mercaptoetilamminica 
del coenzima. Il NAD* partecipa al trasferimento di un idruro; 

il FAD, la forma attiva della vitamina B, (riboflavina), trasferisce 
elettroni. Un altro coenzima che contiene adenosina è la 
5'-deossiadenosilcobalammina, la forma attiva della vitamina Bz 
(vedi il Box 17.2), che partecipa al trasferimento intramolecolare di 
gruppi tra atomi di carbonio adiacenti. 
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Figura 8.39 Tre nucleotidi regolatori. 


Adenosina 3’,5'-monofosfato ciclico 
(AMP ciclico, cAMP) 


Un singolo dominio proteico che lega l’adenosina può 
essere utilizzato da differenti enzimi. In realtà un tale do- 
minio, denominato ripiegamento che lega i nucleotidi, 
è stato trovato in molti enzimi che usano ATP o cofatto- 
ri nucleotidici. 


e Alcuninucleotidi agiscono da molecole regolatrici 

Le cellule rispondono al loro ambiente interagendo con gli 
ormoni o con altri segnali chimici presenti nel mezzo cir- 
costante. Le interazioni di questi segnali chimici extracel- 
lulari (“primi messaggeri”) con i loro recettori sulla super- 
ficie cellulare portano spesso alla produzione di secondi 
messaggeri all’interno della cellula stessa; essi a loro vol- 
ta determinano modificazioni che tendono ad adattare la 
cellula alla nuova situazione (vedi il Capitolo 12). Spesso 
il secondo messaggero è un nucleotide (Figura 8.39), co- 
me l’adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMP cicli- 
co o cAMP), prodotto dall’ATP in una reazione catalizza- 
ta dall’adenilato ciclasi, un enzima associato alla superficie 
interna della membrana plasmatica. L’AMP ciclico svolge 
funzioni regolatorie praticamente in tutte le cellule, eccet- 
to che in quelle vegetali. La guanosina 3',5'-monofosfato 
ciclico (CGMP), presente in molti tipi di cellule, ha anch’es- 
sa funzioni regolatorie. 

Un altro nucleotide regolatore, il ppGpp (Figura 8.39), 
viene prodotto nei batteri in risposta a un rallentamento 
della sintesi proteica che si verifica durante una carenza 
amminoacidica. Questo nucleotide inibisce la sintesi del- 
le molecole di rRNA e di tRNA (vedi la Figura 28.22) ne- 
cessarie per la sintesi delle proteine e impedisce quindi la 
produzione di acidi nucleici non più necessari. 


SOMMARIO 8.4 

Altre funzioni dei nucleotidi 

L’ATP è il trasportatore di energia chimica più impor- 
tante della cellula. La presenza di un residuo di ade- 
nosina in un numero notevole di cofattori enzimatici 
potrebbe essere messa in relazione con la richiesta di 
energia di legame. 

L’AMP ciclico, formato dall’ATP in una reazione ca- 
talizzata dall’adenilato ciclasi, funge da secondo mes- 
saggero prodotto in risposta a ormoni e ad altri segnali 
chimici. 


Guanosina 3’,5'-monofosfato ciclico 
(GMP ciclico, cGMP) 


AS Termini chiave 
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Guanosina 5'-difosfato, 3'-difosfato 
(guanosina tetrafosfato) 


(ppGpp) 


2) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


adenosina 
3',5'-monofosfato 
ciclico (AMP ciclico, 
cAMP) 318 

coppia di basi 296 

deossiribonucleotide 
292 

DNA triplex 302 

estremità 3’ 295 

estremità 5' 295 

forma A del DNA 301 

forma Bdel DNA 301 

forma Zdel DNA 301 

gene 291 

legame fosfodiestere 
294 

mRNA monocistronico 
304 

mRNA policistronico 
304 

mutazione 309 

nucleoside 291 


La Ulteriori letture 


nucleotide 291 
oligonucleotide 288 
palindromo 301 
pirimidina 291 
polinucleotide 288 
purina 291 
ribonucleotide 292 
RNA di trasferimento 
(transfer RNA, 
tRNA) 291 
RNA messaggero 
(MRNA) 291 
RNA ribosomiale (rRNA) 
291 
scanalatura maggiore 298 
scanalatura minore 298 
secondo messaggero 
318 
struttura a croce 302 
struttura a forcina 302 
tetraplex G_ 302 
trascrizione 304 


* Letture di carattere generale 
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Principi e tecniche, Zanichelli, Bologna 2013.| 
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Friedberg, E.C., Walker, G.C., Siede, W., Wood, R.D., 
Schultz, R.A., ed Ellenberger, T. (2006) DNA Repair 
and Mutagenesis, 2° ed., ASM Press, Washington, DC. 
Una ricca trattazione, relativa alle recenti acquisizioni 
sulla chimica dei nucleotidi e degli acidi nucleici. 


* Sviluppi storici 
Judson, H.F. (1996) The Eighth Day of Creation: Makers 
of the Revolution in Biology, edizione estesa, Cold Spring 
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Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. 
[Trad. it.: L’ottavo giorno della creazione: la scoperta del 
DNA, Editori Riuniti, Roma 1986.] 

Olby, R.C. (1994) The Path to the Double Helix: The 
Discovery of DNA, Dover Publications, Inc., New York. 
[Trad. it.: Storia della doppia elica e nascita della biologia 
molecolare, Edizioni scientifiche e tecniche, Mondadori, 
Milano 1978.| 

Sayre, A. (1978) Rosalind Franklin and DNA, W.W. 
Norton & Co., Inc., New York. 

Watson, J.D. (1968) The Double Helix: A Personal Account 
of the Discovery of the Structure of DNA, Atheneum, New 
York. [Edizione in brossura, Touchstone Books, 2001.] 
[Trad. it.: La doppia elica, Garzanti, Milano 1968.| 


* Struttura degli acidi nucleici 

Frank-Kamenetskii, M.D., e Mirkin, S.M. (1995) 
Triplex DNA structures. Annu. Rev Biochem. 64, pp. 65-95. 
Holbrook, S.R. (2008) Structural principles from large 
RNAs. Annu. Rev. Biophys. 37, pp. 445-464. 

Keniry, M.A. (2000) Quadruplex structures in nucleic 
acids. Biopolymers 56, pp. 123-146. 

Un buona sintesi sulle proprietà strutturali delle eliche a 
quattro catene. 


* Chimica degli acidi nucleici 

Bonetta, L. (2006) Genome sequencing in the fast lane. 
Nat. Methods 3, pp. 141-147. 

Questo articolo introduce nuove e più avanzate tecniche 
di sequenziamento che sono descritte nel Capitolo 9. 
Collins, A.R. (1999) Oxidative DNA damage, 
antioxidants, and cancer. Bioessays 21, pp. 238-246. 
Cooke, M.S., Evans, M.D., Dizdaroglu, M., e Lunt J. 
(2003) Oxidative DNA damage: mechanisms, mutation, 
and disease. FASEB ]. 17, pp. 1195-1214. 

Imlay, J.A. (2008) Cellular defenses against superoxide 
and hydrogen peroxide. Annu. Rev. Biochem. 77, 

pp. 755-776. 

Marnett, L.J., e Plastaras, J.P. (2001) Endogenous DNA 
damage and mutation. Trends Genet. 17, pp. 214-221. 


e ATP come trasportatore di energia 

Jencks, W.P. (1987) Economics of enzyme catalysis. 
Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 52, pp. 65-73. 
Una rassegna relativamente breve, ricca 

di informazioni. 


= Problemi 
? = 


1. Struttura dei nucleotidi. Quali posizioni nell’anello 
purinico di un nucleotide purinico di DNA sono po- 
tenzialmente in grado di formare legami idrogeno ma 
non sono coinvolte nell’appaiamento delle basi secon- 
do Watson e Crick? 

2. Sequenza di basi delle catene di DNA complemen- 
tare. Una catena di un DNA a doppia elica ha la se- 
quenza (5’)GCGCAATATTTCTCAAAATATTGCGC(3'). 
Scrivete la sequenza di basi della catena complementa- 
re. Quale sequenza particolare è contenuta in questo 


10. 
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segmento di DNA? Il DNA a doppia elica con queste ca- 
tene è potenzialmente in grado di dare origine a strut- 
ture alternative? 

Il DNA del corpo umano. Calcolate il peso in gram- 
mi di una molecola di DNA a doppia elica di una lun- 
ghezza pari alla distanza tra la Terra e la Luna (circa 
320 000 km). Il DNA a doppia elica pesa circa 1 X 10! g 
per 1000 coppie di nucleotidi; ogni coppia di basi si 
estende per 3,4 À. Per un interessante confronto, il no- 
stro corpo contiene circa 0,5 g di DNA! 

Piegatura del DNA. Supponete che un tratto di 
poli(A) lungo cinque coppie di basi produca un ango- 
lo di circa 20° in una catena di DNA. Calcolate l’angolo 
totale prodotto nel DNA se la coppia di basi centrale (la 
terza delle cinque) di due tratti (dA); successivi è loca- 
lizzata a una distanza di (a) 10 oppure (b) 15 coppie di 
basi. Supponete che vi siano 10 coppie di basi per giro 
nella doppia elica del DNA. 

Differenze tra la struttura del DNA e la struttura 
dell’RNA. Le strutture a forcina si possono formare a 
livello di sequenze palindromiche in catene singole di 
DNA o di RNA. Quali sono le differenze tra la struttu- 
ra elicoidale lunga e completamente appaiata di una 
forcina (eccetto che all’estremità) di un segmento di 
RNA rispetto a uno di DNA? 

Chimica dei nucleotidi. Nelle cellule di molti organi- 
smi eucariotici vi sono sistemi altamente specializzati 
che riparano specificamente gli errori di appaiamen- 
to G—T nel DNA. L’errore viene riparato producendo 
una coppia G=C (non A=T). Questo sistema di ripa- 
razione degli errori G—T opera in aggiunta a un altro 
sistema più generale che ripara praticamente tutti gli 
errori. Siete in grado di spiegare per quale motivo le 
cellule hanno bisogno di un sistema specializzato di ri- 
parazione degli errori G—T? 

Denaturazione degli acidi nucleici. Un oligonucleo- 
tide di DNA duplex, in cui uno dei filamenti ha la se- 
quenza TAATACGACTCACTATAGGG ha una tempe- 
rature di fusione (t,,) di 5 °C. Se viene costruito un oli- 
gonucleotide di RNA duplex con una sequenza iden- 
tica (sostituendo U con T), la temperatura di fusione 
di questo segmento sarà più elevata o più bassa? 


. Danno spontaneo del DNA. L’idrolisi del legame 


N-glicosidico tra un deossiribosio e una purina del 
DNA crea un sito AP. I siti AP determinano una desta- 
bilizzazione termodinamica maggiore di quella creata 
da accoppiamenti di basi sbagliate. Il fenomeno non 
è stato ancora completamente spiegato. Esaminate la 
struttura di un sito AP (vedi la Figura 8.30b) e descri- 
vete le possibili conseguenze della perdita di una base. 
Previsione della struttura di un acido nucleico 
a partire dalla sua sequenza. Una parte di un cro- 
mosoma sequenziato ha la sequenza (di un filamen- 
to) ATTGCATCCGCGCGTGCGCGCGCGATCCCGT- 
TACTTTCCG. Quale parte di questa sequenza è più 
verosimile che assuma la conformazione Z? 
Struttura degli acidi nucleici. Spiegate perché vi è 
un aumento dell’assorbimento della luce UV (effetto 
ipercromico) quando viene denaturato DNA a doppia 
catena. 
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11. Determinazione della concentrazione proteica in guanina, fosfato. Come si adattano queste solubilità alla 


una soluzione contenente proteine e acidi nucleici. 
La concentrazione di proteine o di acidi nucleici in 
una soluzione che li contenga entrambi può essere 
determinata sfruttando le loro proprietà di assorbi- 
mento della luce: le proteine presentano un forte as- 
sorbimento della luce a una lunghezza d’onda di 280 
nm e gli acidi nucleici a 260 nm. Quando nella stes- 
sa soluzione sono presenti proteine e acidi nuclei- 
ci, la loro concentrazione può essere calcolata misu- 
rando l’assorbimento della luce (A) della soluzione 
a 280nmea 260 nme usando la tabella riportata 
sotto, in cui sono indicati i rapporti tra l’assorbimen- 
to della luce a 280 nm e quello a 260 nm, R2g0/260; 1a 
percentuale della quantità totale sotto forma di acidi 
nucleici; un fattore, F che corregge il valore dell’as- 
sorbimento della luce a 280 nm (A2g09) e consente 
una valutazione più accurata della quantità di pro- 
teine. La concentrazione proteica (in mg/mL) cor- 
risponde a F X A2g0 (supponendo che la celletta di 
lettura abbia un cammino ottico con lo spessore di 
1 cm). Qual è la concentrazione in proteina di una so- 
luzione che ha A2g9 = 0,69 e A2g0 = 0,94? 


13. 


14. 


struttura tridimensionale del DNA a doppia elica? 

La logica del sequenziamento secondo Sanger. Nel 
metodo di Sanger (dei dideossi) per il sequenziamen- 
to del DNA, una piccola quantità di un deossinucleosi- 
de trifosfato, per esempio il ddCTP viene aggiunta alla 
miscela di reazione per il sequenziamento, insieme a 
un eccesso di dCTP Quale risultato si otterrebbe se ve- 
nisse omesso il ACTP? 

Sequenziamento del DNA. I seguenti frammenti di 
DNA sono stati sequenziati con il metodo di Sanger. 
L’asterisco in rosso indica una marcatura fluorescente. 


LISÙ 
3! 


3'-OH 
ATTACGCAAGGACATTAGAC---5' 


Un campione del DNA è stato trattato con DNA poli- 
merasi e con ciascuna delle miscele di nucleotidi (in un 
tampone appropriato) riportate di seguito. Sono stati 
aggiunti in quantità relativamente piccole anche i di- 
deossinucleotidi (AANTP). 


1. dATP dTTB dCTP dGTP ddTTP 
2. dATB ATTB dCTP dGTP ddGTP 
3. dATB dCTB dGTP, daTTP 

4. dATP dTTP dCTP dGTP 


Proporzione 
di acido Il DNA prodotto è stato separato mediante elettrofo- 
1 0, . . . . 
Res0/260__nucleico (%) Li resi su gel di agarosio e sono state localizzate le bande 
1,75 0,00 1,116 fluorescenti nel gel. Nella figura che segue sono indi- 
1,63 0,25 1,081 cate le posizioni delle bande trovate dopo incubazione 
ib? 0,50 1,054 della miscela 1. Supponendo che sullo stesso gel ven- 
140 0,75 1,023 gano fatti migrare i DNA prodotti nelle altre miscele, 
potete indicare che cosa si otterrà nelle corsie 2, 3 e 4? 
1,36 1,00 0,994 
1,30 1,25 0,970 
1,25 1,50 0,944 UG 
1,16 2,00 0,899 — 
—P—P 
1,09 2,50 0,852 La 
1,03 3,00 0,814 n 
EA E 
0,979 3,50 0,776 È 
0,939 4,00 0,743 8 
L —_ 
0,874 5,00 0,682 Sii — 
0,846 5,50 0,656 
—- 
0,822 6,00 0,632 
0,804 6,50 0,607 =é 
0,784 700 0,585 
0,767 350 0,565 15. Fosfodiesterasi di veleno di serpente. Una esonu- 
0,753 8,00 0,545 cleasi è un enzima che stacca in sequenza i nucleoti- 
0,730 9,00 0,508 di da un’estremità di una catena polinucleotidica. La 
0,705 10,00 0,478 fosfodiesterasi di veleno di serpente, che idrolizza nu- 
cleotidi dall’estremità 3’ di qualsiasi oligonucleotide 
0,671 12,00 0,422 X ; 3 . di : ) $ 
che abbia un ossidrile in posizione 3’ libero, rompe 
nea si Gore il legame tra il gruppo ossidrilico 3’ del ribosio o del 
Sg grupp 
0,615 1700 0,322 deossiribosio e il gruppo fosforico del nucleotide suc- 
0,595 20,00 0,278 cessivo. Essa agisce sull’RNA o sul DNA a catena sin- 


12. Solubilità dei componenti del DNA. Disegnate le se- 


guenti strutture e indicate il loro grado di solubilità in 
acqua (da molto solubile a poco solubile): deossiribosio, 


gola e non presenta alcuna specificità di base. Questo 
enzima veniva usato per sequenziare gli acidi nucleici 
prima dello sviluppo delle tecniche attuali. Quali pro- 
dotti della digestione parziale con fosfodiesterasi di ve- 
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16. 


leno di serpente si possono ottenere da un oligonucleo- 
tide con la sequenza che segue? 


(5')GCGCCAUUGC(3')-OH 


Conservazione del DNA nelle endospore batteri- 
che. Le endospore batteriche si formano quando l’am- 
biente non consente più un metabolismo cellulare at- 
tivo. Il batterio del suolo Bacillus subtilis, per esempio, 
inizia il processo di sporulazione quando vengono a 
mancare uno o più nutrienti. Il prodotto finale è una 
piccola struttura metabolicamente quiescente che può 
sopravvivere praticamente per sempre anche senza al- 
cun rifornimento. Le spore possiedono meccanismi che 
impediscono l'accumulo di mutazioni potenzialmente 
letali nel loro DNA per periodi che possono arrivare fi- 
no a oltre 1000 anni. Le spore di Bacillus subtilis rispet- 
to alle cellule viventi sono molto più resistenti al calo- 
re, alle radiazioni UV e agli agenti ossidanti, tutte con- 
dizioni che portano a mutazioni nel DNA. 

(a) Un fattore che impedisce il danno del DNA nel- 
le spore è il loro basso contenuto di acqua. Perché 
questo fatto modifica la velocità di comparsa di al- 
cune mutazioni? 

(b) Le endospore possiedono una categoria di protei- 
ne dette piccole proteine solubili in acido (SASP), 
che si legano al DNA e impediscono la formazione 
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tro zucchero-fosfato di ogni elica del DNA duplex. 
Localizzate e identificate le singole basi. Identifica- 
te l'estremità 5' di ogni elica. Localizzate le scana- 
lature maggiore e minore. Le eliche sono destrorse 
o sinistrorse? 

(b) Aprite il file 145D, un DNA a conformazione Z. Vi- 
sualizzate la molecola secondo il modello a palle e 
bastoncini. Identificate lo scheletro zucchero-fosfa- 
to di ciascuna elica di questo DNA duplex. Le eliche 
sono destrorse o sinistrorse? 

(c) Per apprezzare al meglio la struttura seconda- 
ria del DNA, visualizzate la molecola in tre di- 
mensioni. Nel menu scegliete Select>AIl>, quindi 
Style>Stereographic>Cross-eyed o Wall-eyed. (Se 
avete a disposizione degli occhiali che vi permetto- 
no la visione tridimensionale, selezionate l’opzio- 
ne dedicata). Appariranno due immagini della mo- 
lecola di DNA. Posizionatevi con il naso a circa 25 
cm dal monitor e focalizzate lo sguardo sulla punta 
del naso oppure sullo schermo. Scegliete una del- 
le due opzioni. Dovreste essere in grado di vedere 
tre immagini dell’elica sullo sfondo. Focalizzatevi 
sull'immagine di mezzo, che dovrebbe apparire in 
tre dimensioni. 
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=NN Problema sull'analisi dei dati 
tla= 
19. Gli studi di Chargaff sulla struttura del DNA. Il pa- 


dei dimeri di ciclobutano. Che cosa determina la 
formazione di questi dimeri e perché le endospore 
hanno bisogno di un meccanismo che impedisca la 


17. 


loro formazione? 

Sintesi degli oligonucleotidi. Nello schema mostra- 
to nella Figura 8.35 ciascuna nuova base che viene ag- 
giunta all’oligonucleotide nascente è modificata in mo- 
do che l’ossidrile in 3' sia attivato, mentre l’ossidrile in 
5’ è legato a un gruppo dimetossitritilico (DMT). Qual 
è la funzione del gruppo dimetossitritilico sulla base 
entrante? 


=N La biochimica via Internet 


dimensionale del DNA ha aiutato i ricercatori a com- 
prendere come questa molecola trasporti l’informazio- 
ne, che può essere fedelmente replicata di generazione 
in generazione. Per esaminare la struttura secondaria 
della doppia elica del DNA, collegatevi al sito web Pro- 
tein Data Bank (www.pdb.org). Usate gli identificato- 
ri di PDB elencati in basso per recuperare le struttu- 
re generali delle due forme di DNA. Aprite la struttu- 
ra Jmol (sotto Display Options) e usate i controlli nel 


ragrafo del capitolo “Il DNA è una doppia elica in cui 
viene conservata l'informazione genetica” include un 
breve elenco dei principali risultati di Erwin Chargaff 
e collaboratori, presentati sotto forma di quattro consi- 
derazioni conclusive (“regole di Chargaff”, pagina 298). 
In questo problema esamineremo i dati che Chargaff 
ha raccolto a sostegno di queste conclusioni. 

In un lavoro del 1950 Chargaff propose un metodo ana- 
litico e presentò alcuni risultati preliminari. In breve 
egli trattò il DNA con acidi, per liberare le singole ba- 
si, che poi separò per cromatografia su carta, e misurò 


la loro concentrazione mediante spettroscopia all’UV. 
18. Struttura del DNA. La risoluzione della struttura tri- I risultati vengono mostrati nelle seguenti tre tabelle. 


Il rapporto molare è il rapporto tra il numero di moli di 
ogni base in un campione e il numero di moli di fosfa- 
to nello stesso campione; questo valore esprime la fra- 
zione del totale rappresentata da ogni singola base. Il 
recupero è la somma dei rapporti molari delle quattro 
basi. Il recupero completo della base in un DNA deve 
avere un valore pari a 1,0. 


Rapporti molari del DNA di bovino 


Jmol menu (con un control-click o cliccando sul Jmol Timo Milza Fegato 
logo nell’angolo inferiore destro) per eseguire gli eser- Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. Prep. 
cizi seguenti. Se necessario, utilizzate “Jmol help”. Base 1 2 3 1 2 1 
(a) Aprite il file 141D, contenente la struttura di una —Adenina 0,26 0,28 0,30 0,25 0,26 0,26 

sequenza ripetuta di DNA altamente conservata Guanina 0,21. 024 0,22 0,20 0,21 0,20 

della porzione terminale del genoma dell’HIV-1 (il citosinma —016 018° 017 015 017 

virus dell’AIDS). Visualizzate la molecola secondo I 025 024 025 oz4 024 

il modello molecolare a palle e bastoncini e colora- 

Recupero 0,88 0,94 0,94 0,84 0,88 


ta a seconda degli elementi. Identificate lo schele- 
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Rapporti molari del DNA umano (c) Come affermato nella conclusione 1 di questo capi- 


Sperma Timo Fegato tolo, secondo Chargaff “La composizione in basi del 
Prep. Prep. Prep. Tessuto DNA varia in genere da una specie all’altra”. Sulla 
Base 1 2 1 normale Carcinoma base dei dati fin qui presentati, fornite qualche ar- 
Adenina 0,29 0,27 0,28 0,27 0,27 gomento a favore. 
Guanina 0,18 0/17 0,19 0,19 0,18 (d) Secondo la conclusione 4, “In tuttii DNA cellulari, 
mo indipendentemente dalla specie... A +G=T+C?. 
Citosina 0,18 0,18 0,16 0,15 x dp s è i 
Sulla base dei dati fin qui presentati, fornite qual- 
Tinina deb 598 d86 Mez che argomento a favore. 
Recupero __0,96___0,92 0,91 0,87 Uno degli intenti di Chargaff era di confutare l’“ipotesi 


del tetranucleotide”, secondo la quale il DNA sarebbe 
costituito da una ripetizione in serie del tetranucleoti- 
de (AGCT),,, quindi inadatto alla trasmissione dei ca- 


Rapporti molari del DNA dei microrganismi 


Bacilli della tubercolosi 


Lievito aviaria î Ra l 2 È 

ratteri genetici. Anche se i dati precedentemente ri- 
Boss pra e Dept portati dimostrano che il DNA non può essere formato 
Adenina 0,24 0,30 0,12 semplicemente dalla ripetizione di un tetranucleotide 
Guanina 0,14 0,18 0,28 (se così fosse, tutti i campioni analizzati avrebbero do- 
Citosina 0,13 0,15 0,26 vuto avere un rapporto pari a 0,25 per ogni coppia di 
Timina 0,25 0,29 0,11 basi), è ancora possibile che il DNA di organismi diver- 
ida 0,76 0,92 0,77 si sia costituito dalla monotona ripetizione di sequenze 


uguali. 


(a) Sulla base di questi dati, Chargaff trasse la seguen- 
te conclusione: “Finora non sono state trovate dif- 
ferenze tra i DNA di tessuti diversi di una stessa 
specie”. Questa affermazione è in linea con la con- 
clusione 2 di questo capitolo. Però, guardando ai 
dati con una certa dose di scetticismo, si potrebbe 
obiettare: ‘Ma sono diversi dai miei!” Risponden- 
do all’obiezione, nei panni di Chargaff, come avre- 
ste commentato i dati? 


Per rispondere all’obiezione, Chargaff isolò il DNA dal 
germe di grano e lo trattò con la deossiribonucleasi per 
diversi intervalli di tempo. In tal modo il DNA veni- 
va idrolizzato in piccoli frammenti; Chargaff chiamò il 
DNA non idrolizzato “nucleo”. Nella tabella che segue 
il “nucleo 19%” corrisponde al DNA che rimane indi- 
gerito dopo un'’idrolisi protratta fino all’81%, mentre il 
“nucleo 8%” corrisponde al DNA che rimane indigerito 
dopo un’idrolisi protratta fino al 92%. 


(b) La composizione in basi del DNA di cellule epatiche 
normali e cancerose (epatocarcinoma) non risultò 


Ra i ò . Base DNA intatto Nucleo 19% Nucleo 8% 
significativamente diversa. Pensate che la tecnica ia 0,27 0,33 di 
di Chargaff avrebbe potuto individuare differenze sua di ui ni 
nella composizione del DNA fra le cellule normali liana * 
Citosina 0,22 0,16 0,14 


e tumorali? Commentate la vostra risposta. 
Come atteso, i dati di Chargaff non furono accolti con Timina 0,27 0,26 0,23 
molto favore. Allora egli perfezionò la tecnica usata, e Recupero 0,98 0,95 0,92 
in un lavoro del 1951 riportò i seguenti dati sulla com- 
posizione in basi di svariati organismi. 


(e) Come utilizzereste questi dati per affermare che il 
DNA del germe di grano non è una ripetizione mo- 


Fonte A:G  T:C A:T G:C Purine:pirimidine n ‘ DI 
—r Tr T _— rr rr ir cc. iii{(1({i{|[[[ ®$aaiaa notona di sequenze ripetute? 
Bovino 1,29 143 104 1,00 1,1 
Uomo 1,56 175 100 1,00 1,0 Riferimenti bibliografici 
Gallina 145 129 106 091 0,99 Chargaff, E. (1950) Chemical specificity of nucleic acids 
SC nole 143 143 102 102 1.02 and mechanism of their enzymic degradation. 
Fruicao 1,22 118 100 0,97 0,99 Experientia 6, pp. 201-209. se 
10: Chargaff, E. (1951) Structure and function of nucleic acids as 
DIO Lee “lee dee Leo 10 cell constituents. Fed. Proc. 10, pp. 654-659. 
Haemophilus 1,74 154 107 0,91 1,0 
influenzae 
di tipo c 
E. coli K-12 105 095 109 0,99 1,0 
Bacillo della 0,4 0,4 109 1,08 1,1 
tubercolosi 
aviaria 
Serratia 0,7 0,7 0,95 0,86 0,9 
marcescens 


Bacillus schatz 0,7 0,6 1,12. 0,89 1,0 
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TECNOLOGIE BASATE... 
SULL'INFORMAZIONE, 
CONTENUTA NEL DN 


9.1  Lostudiodeigeniedeiloro prodotti 


9.2 Utilizzodei metodibasati sul DNA per comprendere 
la funzione delle proteine 


9.3 Lagenomicaelastoria degli esseri umani 


a complessità delle molecole e dei sistemi emersa in 

questo testo può nascondere a volte la realtà biochi- 

mica; ciò che abbiamo visto finora è solamente l’ini- 
zio. Ogni giorno vengono scoperte nuove molecole di pro- 
teine, lipidi, carboidrati e acidi nucleici, e spesso non ab- 
biamo alcuna indicazione circa la loro funzione. Quante 
di queste nuove molecole devono ancora essere scoper- 
te e quali dovrebbero essere le loro funzioni? Anche le 
molecole biologiche che sono state caratterizzate meglio 
continuano ugualmente a sfidare i ricercatori con que- 
stioni ancora irrisolte sui loro meccanismi d’azione e sul- 
le loro funzioni. Il completamento di migliaia di sequen- 
ze genomiche ci fa intravedere la vastità della sfida futu- 
ra. In termini più semplici, noi non conosciamo ancora 
la funzione della maggior parte del DNA - spesso com- 
prendente anche più della metà dei geni - all’interno di 
un tipico genoma. Queste sequenze geniche forniscono 
anche un’opportunità senza precedenti. Non esiste mag- 
giore fonte di informazioni su una cellula o su un orga- 
nismo di quella contenuta nel suo DNA. Il tentativo di 
identificare tali informazioni ha portato allo sviluppo di 
sofisticate tecnologie che agiscono sul DNA, e che sono 
ora al centro di quasi tutte le ricerche biochimiche. Nei 
capitoli seguenti tratteremo alcuni argomenti relativi a 
queste nuove tecnologie. 

Come oggetti di studio, le mole- 
cole di DNA presentano un proble- 
ma particolare: la loro dimensione. I 
cromosomi sono di gran lunga le mo- 
lecole biologiche più grandi presenti 
all’interno di una cellula. In che mo- 
do un ricercatore può trovare l’infor- 
mazione che cerca quando questa è 
racchiusa in una piccola parte di un 
cromosoma che può contenere milio- 


ni o anche miliardi di coppie di ba- Paul Berg 


< 7, 
dr. 


ci | 


si contigue? La soluzione cominciò a emergere intorno 
agli anni ’70. 

L’avanzamento delle conoscenze raggiunto nell’arco di 
decenni mediante il lavoro di molti studiosi nei campi della 
genetica, della biochimica, della biologia cellulare e della 
chimica fisica consenti ai laboratori di Paul Berg, Herbert 
Boyer e Stanley Cohen di disporre delle tecniche per loca- 
lizzare, isolare, preparare e analizzare piccoli segmenti di 
DNA derivati dai cromosomi. Queste tecniche per il clo- 
naggio del DNA aprirono la via alle attuali ricerche della 
genomica e, più ampiamente, a molte tecnologie che con- 
tribuiscono alla biologia dei sistemi e allo studio della 
biochimica in cellule e organismi interi. 

Studenti e insegnanti, quando iniziano a prendere in 
esame gli argomenti trattati in questo capitolo, incontra- 
no una prima difficoltà. I metodi che descriveremo sono 
stati resi possibili dai passi avanti nella comprensione del 
metabolismo del DNA e dell'RNA. Quindi, bisogna prima 
comprendere questi concetti fondamentali sulla replica- 
zione del DNA, trascrizione dell'RNA, sintesi delle protei- 
ne e regolazione genica, per poter propriamente valutare 
i meccanismi alla base di queste tecnologie. La biochimi- 
ca moderna si basa però su questi stessi metodi a un livel- 
lo tale che la trattazione di qualsiasi aspetto di questa di- 
sciplina diventa molto difficile senza un’adeguata intro- 
duzione ai metodi che hanno portato al loro chiarimento. 
Presentando queste tecniche nella prima parte del testo ri- 
conosciamo che esse sono strettamente intrecciate sia con 
i progressi che le hanno originate, sia con le scoperte più 
recenti che esse hanno reso possibili. Le basi che dobbia- 
mo necessariamente fornire a questo punto non rappre- 
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sentano solamente una semplice introduzione tecnologica, 
ma sono anche anticipazioni sugli argomenti fondamen- 
tali della biochimica del DNA e dell'RNA che incontrere- 
mo nei capitoli finali. 

Cominciamo evidenziando i principi del clonaggio del 
DNA, per poi passare a illustrare la vasta gamma di appli- 
cazioni e il potenziale di molte delle tecnologie più recenti 
che supportano e accelerano i progressi della biochimica. 


Lo studio dei geni e dei loro prodotti 


Un ricercatore ha isolato un nuovo enzima che potreb- 
be essere il fattore scatenante di una patologia nell’uo- 
mo: spera di isolare grandi quantitativi di quella protei- 
na per poterla cristallizzare al fine di eseguire delle ana- 
lisi strutturali. Egli vuole anche modificare alcuni resi- 
dui amminoacidici a livello del sito attivo dell'enzima per 
comprendere meglio la reazione che catalizza. Progetta 
quindi un elaborato piano di ricerca per scoprire in che 
modo quell’enzima interagisce con altre proteine all’in- 
terno della cellula e il meccanismo con cui esse lo rego- 
lano. Tutto ciò, e molto altro ancora, diventa possibile se 
il ricercatore è in grado di ottenere il gene che codifica 
questo enzima. Sfortunatamente il gene è lungo solo po- 
che migliaia di coppie di basi all’interno di un cromoso- 
ma umano che ha una dimensione di centinaia di milioni 
di coppie di basi. In che modo il ricercatore può isolare il 
piccolo segmento genico di cui necessita e poi studiarlo? 
La risposta è nel clonaggio del DNA e nei metodi svilup- 
pati per manipolare i geni clonati. 


e lgenipossono essere isolati tramite il clonaggio del DNA 
Un clone è una copia identica dell’originale. Questo ter- 
mine indicava in passato cellule dello stesso tipo, isolate e 
fatte moltiplicare per produrre una popolazione di cellule 
identiche. Quando è riferito al DNA, un clone rappresen- 
ta molte copie identiche di un particolare segmento geni- 
co. In sostanza, il nostro ricercatore deve tagliare il gene 
estraendolo dal cromosoma più grande, attaccarlo a un 
pezzo più piccolo di DNA trasportatore e permettere ai 
microrganismi di produrne moltissime copie. Questo è il 
processo chiamato clonaggio del DNA. Il risultato dell’o- 
perazione è l'amplificazione selettiva di un particolare ge- 
ne o segmento di DNA, che facilita il suo isolamento e stu- 
dio. In genere, il clonaggio del DNA di qualsiasi organismo 
utilizza cinque metodologie generali. 


1. Taglio del DNA in punti precisi. Endonucleasi sequen- 
za-specifiche (endonucleasi di restrizione) hanno for- 
nito le “forbici” molecolari necessarie. 

2. Selezione di una piccola molecola di DNA capace di au- 
toreplicarsi. Questi DNA sono chiamati vettori di clo- 
naggio (un vettore è un agente di inserimento): essi 
sono di norma plasmidi o DNA virali. 

3. Unione covalente di due frammenti di DNA. La DNA li- 
gasi lega il vettore di clonaggio e il DNA da clonare. Le 
molecole di DNA contenenti segmenti legati covalen- 
temente derivati da due o più fonti diverse sono chia- 
mate DNA ricombinanti. 
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4. Trasferimento del DNA ricombinante da una provetta a 
una cellula ospite, che fornisce l’apparato enzimatico 
per la replicazione del DNA. 

5. Selezione identificazione delle cellule ospiti che conten- 
gono il DNA ricombinante. 


I metodi usati per raggiungere questi e altri obiettivi sono 
complessivamente noti come tecnologia del DNA ricom- 
binante o, più in generale, come ingegneria genetica. 

La maggior parte di questa discussione preliminare si 
focalizzerà sul clonaggio del DNA nel batterio Escherichia 
coli, che è stato il primo organismo utilizzato per mettere a 
punto le tecniche del DNA ricombinante ed è ancora oggi 
la cellula ospite più comunemente impiegata. F. coli offre 
molti vantaggi: il suo metabolismo del DNA (e molti altri 
processi biochimici) è stato studiato in dettaglio; sono no- 
ti molti vettori di clonaggio presenti in natura associati a 
E. coli, come i batteriofagi (virus batterici detti anche fagi) 
e i plasmidi; sono disponibili anche tecniche efficaci per 
trasferire il DNA da una cellula batterica a un’altra. Più 
avanti in questa stessa sezione discuteremo anche il clo- 
naggio del DNA in altri organismi. 


e Leendonucleasi di restrizione e le DNA ligasi 

permettono di ottenere il DNA ricombinante 
Decenni di ricerca sul metabolismo degli acidi nucleici 
hanno reso disponibile una serie di enzimi (Tabella 9.1), 
rivelatisi poi utilissimi per l’attuale tecnologia del DNA ri- 
combinante. Due classi di enzimi sono state di fondamen- 
tale importanza per l'isolamento e la propagazione di mo- 
lecole di DNA ricombinante (Figura 9.1). Innanzitutto, le 
endonucleasi di restrizione (chiamate anche enzimi di 
restrizione) riconoscono e digeriscono il DNA in corrispon- 
denza di sequenze specifiche (riconoscono sequenze o siti 
di restrizione), dando origine a un insieme di frammenti 
di dimensioni più piccole. In secondo luogo, il frammento 
di DNA da clonare può essere isolato e legato a un vettore 
di clonaggio appropriato usando le DNA ligasi per unire 
le molecole di DNA tra loro. Il vettore ricombinante viene 
poi introdotto in una cellula ospite, che amplifica il fram- 
mento ogni volta che la cellula si divide. 

Le endonucleasi di restrizione si trovano in numerose 
specie batteriche. All’inizio degli anni *60 Werner Arber 
scoprì che la funzione biologica di questi enzimi era di ri- 
conoscere e digerire il DNA estraneo (per esempio, il DNA 
di un virus infettante); per questo si dice che il DNA viene 
ristretto, cioè ridotto di dimensioni. Nel DNA della cellula 
ospite la sequenza che dovrebbe essere riconosciuta dalla 
propria endonucleasi di restrizione è protetta dalla dige- 
stione mediante una metilazione catalizzata da una spe- 
cifica DNA metilasi. Fendonucleasi di restrizione e la cor- 
rispondente metilasi di un batterio sono talvolta denomi- 
nate sistema di restrizione-modificazione. 

Esistono tre tipi di endonucleasi di restrizione, chia- 
mati I, II e III. I tipi I e III sono generalmente voluminosi 
complessi con più subunità e hanno sia l’attività endonu- 
cleasica sia quella metilasica. Le endonucleasi di tipo I di- 
geriscono il DNA in punti casuali che possono distare an- 
che più di 1000 coppie di basi (bp) dalla sequenza di rico- 
noscimento. Le endonucleasi di tipo III tagliano il DNA 
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BM Tabella 9.1 Alcuni degli enzimi usati nella tecnologia del DNA ricombinante 


Enzima Funzione 


Endonucleasi di restrizione di tipo II 
DNA ligasi 


DNA polimerasi I (E. coli) 
nucleotidi all’estremità 3' 


Trascrittasi inversa 


Polinucleotide chinasi 
permetterne il legame 


Trasferasi terminale 
Esonucleasi III 


Esonucleasi del batteriofago \ 
a singola elica 


Fosfatasi alcalina 


A 
Vettore OG Cromosoma 
. i ee E | 
Y ciù £ ‘>, eucariotico 
plasmide ( : 


(1) Il vettore di 
clonaggio viene 
tagliato con 
un’endonucleasi 
di restrizione. 


(2) Il frammento desiderato 
di DNA viene ottenuto 
scindendo il cromosoma 
con un’endonucleasi 
di restrizione. 


gna Gb 
CI20° 
\\e %) 
DNA ligasi 


14 Vettore 
\_47 ricombinante 


Il DNA viene introdotto 
nella cellula ospite. 


I frammenti vengono 
legati al vettore di 
clonaggio preparato. 


DNA ospite—_ @ ) 


6 La propagazione (clonaggio) 
della cellula trasformata 
produce molte copie di 
DNA ricombinante. 


a circa 25 bp di distanza dalla sequenza di riconoscimen- 
to. Entrambi i tipi di enzima si spostano lungo la catena 
di DNA utilizzando una reazione che richiede l’energia 
dell’ATP Gli enzimi di restrizione di tipo II, isolati per la 


Scissione del DNA in corrispondenza di specifiche sequenze di basi 
Unione di due molecole o di frammenti di DNA 


Riempimento delle lacune presenti nei DNA a doppia elica per mezzo della progressiva aggiunta di 


Sintesi di una copia di DNA partendo da una molecola di RNA 


Aggiunta di un gruppo fosforico all'estremità 5'-OH di un polinucleotide per marcarlo o per 


Aggiunta di code omopolimeriche all'estremità 3'-OH di una molecola lineare di DNA a doppia elica 
Rimozione di residui nucleotidici dall’estremità 3’ di una catena di DNA 


Rimozione di nucleotidi dalle estremità 5’ di un DNA a doppia elica per esporre le estremità 3' 


Rimozione dei gruppi fosforici terminali dalle estremità 5’ e/o 3' 


Figura 9.1 Illustrazione schematica del clonaggio del DNA. 
Un vettore di clonaggio e alcuni cromosomi eucariotici vengono 
tagliati separatamente con la stessa endonucleasi di restrizione. 
(Per semplicità, nella figura è mostrato un singolo cromosoma.) 

| frammenti da clonare sono poi legati al vettore di clonaggio. 

Il risultante DNA ricombinante (qui è mostrato solo un vettore 
ricombinante) viene introdotto in una cellula ospite, in cui si può 
moltiplicare (clonare). Si noti che le dimensioni non sono in scala: la 
dimensione del cromosoma di E. coli è molto maggiore di quella di un 
vettore di clonaggio (per esempio un plasmide) rispetto a quanto si 
potrebbe dedurre dal disegno. 


prima volta da Hamilton Smith nel 1970, sono più sempli- 
ci, non richiedono ATP e tagliano il DNA all’interno della 
stessa sequenza di riconoscimento. La straordinaria utili- 
tà di questi enzimi fu dimostrata da Daniel Nathans, che 
fu il primo a usarli per sviluppare nuovi metodi per map- 
pare e analizzare geni e genomi. 

Sono state scoperte migliaia di endonucleasi di restri- 
zione nelle varie specie batteriche, e più di 100 diverse se- 
quenze specifiche del DNA possono essere riconosciute 
da uno o più di questi enzimi. Tali sequenze sono general- 
mente costituite da 4-6 coppie di basi e sono palindromi- 
che (vedi la Figura 8.18). La Tabella 9.2 elenca le sequenze 
riconosciute da alcune endonucleasi di tipo II. 

Alcune endonucleasi di restrizione tagliano i due fila- 
menti di DNA in modo sfalsato, lasciando da due a quattro 
nucleotidi non appaiati all’estremità di ciascun filamento. 
I tratti contenenti i nucleotidi non appaiati vengono chia- 
mati estremità coesive (0 appiccicose) (Figura 9.2a), per- 
ché possono appaiarsi tra loro o con estremità coesive com- 
plementari di altri frammenti di DNA. Altre endonucleasi 
di restrizione tagliano ambedue le catene di DNA a livel- 
lo di legami fosfodiestere opposti, lasciando basi appaiate 
alle due estremità; queste vengono spesso chiamate estre- 
mità non coesive (o piatte) (Figura 9.2b). 

La lunghezza media dei frammenti di DNA prodotti 
dalla scissione del DNA genomico con un’endonucleasi 
di restrizione dipende dalla frequenza con cui un parti- 
colare sito di restrizione compare nella molecola di DNA; 
questo a sua volta dipende dalla lunghezza della sequen- 
za di riconoscimento. In una molecola di DNA con una 
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BM Tabella 9.2 Sequenze di riconoscimento di alcune endonucleasi di restrizione di tipo Il 


y * ) 
BamHI (59) G G A TC C (37) HindIl (5) AA GC TT (3) 
CCTAGG TTC GA A 
Sca ui 
Clal 6) ATCGAT (3) Notl biueteceeo coi 
TAGGCTA CCG C C GG CG 
* 1 1 
Va « I 
EcoRI DARI PO 0 Pstl W cTeta6 vv) 
CTTAA G GACGITC 
J J 
EcoRV (5) GA T AT C (3) Pvull (5) C A GC TG (3) 
CTATAG GT CGA C 
ii ù 
Li I 
Haell = (59) G G C C (3) ThUI (5) GACNNNGTC (3) 
CCG G CTGNNNOCAG 


Nota: le frecce indicano i legami fosfodiestere scissi da ciascuna endonucleasi di restrizione. Gli asterischi indicano le basi 
che vengono metilate dalle metilasi corrispondenti (nel caso in cui siano conosciute). N rappresenta una base qualsiasi. Si 
noti che il nome di ogni enzima di restrizione è costituito da un’abbreviazione a tre lettere (in corsivo) del nome della specie 
batterica da cui deriva l’enzima, seguita alcune volte dall'indicazione del ceppo e da numeri romani per distinguere diverse 
endonucleasi di restrizione isolate dalle stesse specie batteriche. Quindi BamHI è la prima (I) endonucleasi di restrizione ca- 


ratterizzata del Bacillus amyloliquefaciens, ceppo H. 


sequenza casuale in cui tutti e quattro i nucleotidi sono 
rappresentati in ugual misura, una sequenza di 6 coppie 
di basi riconosciuta da un’endonucleasi di restrizione co- 
me BamHI comparirà in media una volta ogni 4° (4096) 
coppie di basi, assumendo che il DNA abbia un contenu- 
to di coppie G=C pari al 50%. Gli enzimi che riconoscono 
una sequenza di 4 coppie di basi produrranno frammen- 
ti di DNA più corti in una molecola di DNA con una se- 
quenza casuale. Una sequenza di riconoscimento di queste 
dimensioni dovrebbe teoricamente essere presente ogni 
44 (256) coppie di basi. In realtà, particolari sequenze di ri- 
conoscimento tendono a comparire meno frequentemen- 
te, perché le sequenze nucleotidiche del DNA non sono 
casuali e i quattro nucleotidi non sono presenti in uguale 
misura. Negli esperimenti condotti in laboratorio, la lun- 
ghezza media dei frammenti prodotti dalle endonuclea- 
si di restrizione di una lunga molecola di DNA può essere 
aumentata semplicemente arrestando la reazione prima 
che sia giunta a completamento; il risultato viene chiama- 
to digestione parziale. La dimensione media dei frammen- 
ti può anche essere aumentata usando una classe specia- 
le di endonucleasi chiamate endonucleasi “homing” (vedi 
la Figura 26.37). Queste riconoscono e tagliano sequenze 
più lunghe del DNA (da 14 a 20 bp). 

Dopo che una molecola di DNA è stata scissa in fram- 
menti, un particolare frammento di dimensione nota può 
essere isolato dagli altri per mezzo dell’elettroforesi su gel 
di agarosio o di acrilammide (pagina 312), oppure median- 
te HPLC (pagina 96). Poiché la scissione con un’endonu- 
cleasi di restrizione di un tipico genoma di mammifero 
può produrre diverse centinaia di migliaia di frammenti 
diversi, l’isolamento di un particolare frammento di DNA 
per mezzo di elettroforesi o di HPLC è spesso impossibi- 


le. In questi casi, un passaggio intermedio nel clonaggio 
di uno specifico gene o frammento di DNA consiste nel- 
la creazione di una libreria di DNA (come descritto nella 
Sezione 9.2). 

Una volta che il frammento di DNA desiderato è stato 
isolato, si può utilizzare una ligasi per legarlo a un vettore 
di clonaggio digerito in modo simile, cioè un vettore dige- 
rito dalla stessa endonucleasi di restrizione; un frammen- 
to generato da EcoRI di solito non si lega a un frammento 
ottenuto con BamHI. Come descritto in maggior dettaglio 
nel Capitolo 25 (vedi la Figura 25.16), la DNA ligasi cata- 
lizza la formazione di legami fosfodiestere in una reazio- 
ne che utilizza ATP o un cofattore simile. L’appaiamento 
di basi di estremità coesive complementari facilita molto 
la reazione di ligazione (Figura 9.2a). Anche le estremità 
piatte non coesive possono essere legate, ma con minore 
efficienza. I ricercatori possono creare nuove sequenze 
di DNA inserendo frammenti sintetici di DNA (chiamati 
linker, adattatori di unione) tra le estremità che devono 
essere unite. I frammenti di DNA inseriti contenenti mol- 
te sequenze di riconoscimento per endonucleasi di restri- 
zione (utili successivamente per l’inserzione di altro DNA 
mediante scissione e ligazione) sono chiamati polilinker 
(poliadattatori) (Figura 9.2c). 

l’importanza delle estremità coesive nella saldatura 
di due frammenti di DNA nella maniera desiderata risul- 
tò chiara fin dai primi esperimenti sul DNA ricombinan- 
te. Quando le endonucleasi di restrizione non erano an- 
cora di uso comune, alcuni ricercatori scoprirono che si 
potevano creare estremità coesive con l’azione combinata 
dell’esonucleasi del batteriofago X e della trasferasi termi- 
nale (Tabella 9.1). Ai frammenti da unire venivano aggiun- 
te code omopolimeriche complementari. Peter Lobban e 
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DNA cromosomico 


Sito Sequenze Sito 
di gii di riconoscimento di ia 


ron GC. Acer 
CG...ATC|JGT 


endonucleasi endonucleasi 
di restrizione di restrizione 
EcoRi Pvull 
CIAGC...TAGICAG 
IGITCG...ATCIGTC 


Estremità Estremità 
coesive piatte 
(a) (b) 


Vettore 
di clonaggio 
(plasmide) tagliato 
con EcoRI e Pvull 


DNA 
ligasi 


Poliadattatore di sintesi Estremità 


coesiva 


Smal 
Lemie ERI 


RAPIRETSFAGARSE DE CRRA CCCCORA o 
RATTI SETT TORAAGGCOTAGAGACCOTTANI a TCTT TTAA 


Vettore di clonaggio (plasmide) 
(tagliato con EcoRI) 
(2a 
(5) LL L 


(©) 


Estremità 
coesiva 


EcoRI Pstl HindlII 


CITTA? 
ILIN 
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Figura 9.2 Scissione di molecole di DNA a opera di 
endonucleasi di restrizione. Gli enzimi di restrizione riconoscono 
e digeriscono soltanto sequenze specifiche, generando 

(a) estremità che possono essere coesive (con segmenti protrudenti 
a catena singola) o (b) piatte, non coesive. | frammenti possono 
venire legati ad altri DNA, come il vettore di clonaggio tagliato (un 
plasmide). La reazione di legame viene facilitata dall'appaiamento 
di estremità coesive complementari. DNA con estremità piatte 
vengono legati con minore efficienza rispetto a quelle con 
estremità coesive complementari, mentre i frammenti di DNA 

con estremità coesive diverse (non complementari) non vengono 
generalmente legati. (c) Un frammento di DNA sintetico contenente 
i siti di riconoscimento di alcune endonucleasi di restrizione può 
essere inserito in un plasmide che è stato tagliato in precedenza 
con un'endonucleasi di restrizione. L'inserto è detto adattatore; un 
inserto con molti siti di restrizione è detto poliadattatore. 

& Restriction Endonucleases 


Dale Kaiser nel 1971 usarono questo metodo nei primi 
esperimenti effettuati per unire frammenti di DNA nor- 
malmente presenti in natura. Metodi simili furono usa- 
ti subito dopo nel laboratorio di Paul Berg per unire seg- 
menti di DNA derivati dal virus 40 della scimmia (SV40) 
al DNA derivato dal batteriofago A, creando così la prima 
molecola di DNA ricombinante formata da segmenti di 
DNA di specie differenti. 


e lvettoridi clonaggio permettono l'amplificazione 
dei segmenti di DNA inseriti 

I principi che governano il trasferimento del DNA ricom- 
binante in una forma clonabile all’interno di una cellula 
ospite per una successiva amplificazione sono ben illustra- 
ti dai tre tipi di vettori di clonaggio più comuni, cioè i pla- 
smidi e i cromosomi batterici artificiali, usati negli esperi- 
menti con cellule di E. coli, e un vettore utilizzato per clo- 
nare grandi segmenti di DNA nel lievito. 


Plasmidi I plasmidi sono molecole di DNA circolare che 
si replicano indipendentemente dal cromosoma dell’ospi- 
te. I plasmidi batterici che si trovano in natura in grande 
varietà hanno dimensioni che vanno da 5000 a 400 000 
coppie di basi. Molti dei plasmidi riscontrati nelle popola- 
zioni batteriche sono poco più che parassiti molecolari, si- 
mili ai virus ma con una capacità più limitata di trasferir- 
si da una cellula all’altra. Per sopravvivere all’interno del- 
la cellula ospite i plasmidi incorporano diverse sequenze 
specializzate, che li rendono capaci di utilizzare le risor- 
se cellulari per la loro replicazione ed espressione genica. 

I plasmidi che si trovano solitamente in natura hanno, 
per la maggior parte, un ruolo simbiotico all’interno della 
cellula. Essi possono fornire geni che conferiscono la re- 
sistenza a certi antibiotici o che svolgono funzioni nuove 
per la cellula ospite. Per esempio, il plasmide Ti dell’Agro- 
bacterium tumefaciens permette al batterio ospite di co- 
lonizzare le cellule vegetali e di utilizzare le risorse del- 
la pianta. Le stesse proprietà che rendono i plasmidi ca- 
paci di crescere e di sopravvivere in un ospite batterico o 
eucariotico sono utilizzate dai biologi molecolari che vo- 
gliono ingegnerizzare un vettore per il clonaggio di uno 
specifico segmento di DNA. Il classico plasmide di E. coli 
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pBR322, costruito nel 1977 è un ottimo esempio di un pla- 
smide con caratteristiche utili in quasi tutti i vettori di clo- 
naggio (Figura 9.3). 


1. Il plasmide pBR322 ha un'origine di replicazione, ori, 
la sequenza in cui ha inizio la replicazione promossa da 
enzimi cellulari (Capitolo 25). Questa sequenza è neces- 
saria per moltiplicare il plasmide. È presente un sistema 
regolatorio associato che limita la replicazione del pla- 
smide e mantiene il plasmide pBR322 in quantità pari 
a 10-20 copie per cellula. 

2. Il plasmide contiene due geni che conferiscono resistenza 
agli antibiotici tetraciclina (Tet*) e ampicillina (Amp*), 
consentendo così la selezione delle cellule che conten- 
gono il plasmide intatto oppure una sua versione ricom- 
binante (discusso più avanti). 

3. Alcune specifiche sequenze di riconoscimento presenti 
nel plasmide pBR322 (PstI, EcoRI, BamHI, Sall, Pvull) 
sono bersagli di diverse endonucleasi di restrizione e 
questi sono i siti in cui il plasmide può essere tagliato 
per permettere l'inserimento di DNA eterologo. 

4. Le piccole dimensioni del plasmide (4361 bp) facilitano 
il suo ingresso nelle cellule e la modificazione biochi- 
mica del DNA. Le dimensioni ridotte sono state ottenu- 
te semplicemente escludendo molti segmenti di DNA 
da un plasmide genitore molto più grande, sequenze 
di cui i biologi molecolari non avevano bisogno. 


Le origini di replicazione inserite nei vettori plasmidi- 
ci più comuni, originariamente provenivano dai plasmidi 
normalmente presenti in natura. Come nel pBR322, cia- 
scuna di queste origini è regolata per mantenere un par- 
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Figura 9.3 Il plasmide pBR322 costruito per E. coli. Si noti la 
localizzazione di alcuni importanti siti di restrizione per Pstl, ECoRI, 
BamHi, Sall e Pvull; sono presenti anche i geni per la resistenza 
all'ampicillina e alla tetraciclina, insieme a un'origine della 
replicazione (ori). Il plasmide, costruito nel 1977, è stato uno dei primi 
plasmidi espressamente progettati per il clonaggio in E. coli. 
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ticolare numero di copie del plasmide. Il numero di copie 
del plasmide può variare, a seconda dell’origine utilizzata, 
da una a centinaia o migliaia per cellula, fornendo diverse 
opzioni ai ricercatori. Due plasmidi differenti non posso- 
no agire all’interno della stessa cellula se utilizzano la stes- 
sa origine di replicazione, poiché la regolazione di uno dei 
due interferisce con la replicazione dell’altro. In tali casi, 
questi plasmidi vengono detti incompatibili. Se un ricer- 
catore vuole introdurre due o più plasmidi diversi in una 
cellula batterica, ciascun plasmide deve avere un’origine 
di replicazione differente. 

In laboratorio, piccoli plasmidi possono essere intro- 
dotti nelle cellule batteriche attraverso un processo detto 
trasformazione. Una miscela di cellule (generalmente di 
E. coli, ma vengono utilizzate anche altre specie batteriche) 
e di plasmidi di DNA viene incubata a 0 °C in una solu- 
zione di cloruro di calcio, poi viene sottoposta a uno shock 
termico aumentando rapidamente la temperatura da 37 °C 
a 43 °C. Per motivi non ancora completamente chiariti alcu- 
ne cellule così trattate possono ricevere il plasmide di DNA. 
Alcune specie di batteri, come Acinetobacter baylyi, assumo- 
no naturalmente il DNA e non richiedono il trattamento 
con cloruro di calcio. In alternativa, le cellule incubate con 
il plasmide sono sottoposte a impulsi elettrici ad alto voltag- 
gio. Questo sistema, chiamato elettroporazione, rende le 
membrane delle cellule transitoriamente permeabili anche 
a molecole di grandi dimensioni. 

Indipendentemente dal metodo usato, soltanto poche 
cellule inglobano il plasmide di DNA, così è necessario di- 
sporre di un metodo capace di identificare e selezionare 
le cellule contenenti il plasmide. La strategia sperimenta- 
le comunemente seguita è quella di utilizzare un plasmi- 
de contenente uno dei due tipi di geni detti marcatori di 
selezione e di identificazione. I marcatori di selezione 
permettono la crescita di una cellula (selezione positiva) 
oppure la sua uccisione (selezione negativa). Il plasmide 
pBR322 è un esempio di entrambi i tipi di selezione, posi- 
tiva o negativa (Figura 9.4). Un marcatore di identifica- 
zione è un gene che codifica una proteina che porta alla 
produzione di una molecola colorata o fluorescente nella 
cellula. Le cellule non vengono danneggiate dalla presen- 
za del gene, e quelle che hanno al loro interno il plasmide 
possono essere facilmente identificate in base alle colonie 
colorate o fluorescenti che formano. 

La capacità di trasformare una cellula batterica con 
DNA purificato (un processo che non è mai molto efficien- 
te) diminuisce con l’aumentare delle dimensioni del pla- 
smide, per cui è difficile clonare segmenti di DNA più lun- 
ghi di 15 000 coppie di basi usando i plasmidi come vettori. 

Per illustrare l’utilizzo di un plasmide come vettore di 
clonaggio, consideriamo un tipico gene batterico che codi- 
fichi una ricombinasi chiamata proteina RecA (vedi il Ca- 
pitolo 25). Nella maggior parte dei batteri, il gene che co- 
difica RecA è uno delle migliaia di altri geni presenti su un 
cromosoma lungo diversi milioni di coppie di basi. Il gene 
recA è lungo solamente 1000 coppie di basi. Un plasmide 
dovrebbe rappresentare una buona scelta per il clonaggio 
di un gene di queste dimensioni. Come descritto più avan- 
ti, il gene clonato può essere alterato in un’infinità di mo- 
di diversi, e le varianti del gene possono essere espresse a 
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(5) Le cellule che crescono sulla tetraciclina ma non sulla 
tetraciclina + ampicillina contengono i plasmidi ricombinanti 
con l'elemento di resistenza all’ampicillina distrutto, quindi il 
DNA eterologo. Le cellule con pBR322 senza il DNA eterologo 
conservano la resistenza all’ampicillina e crescono su 
entrambe le piastre di agar. 
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Figura 9.4 Uso del plasmide pBR322 per clonare un DNA 
eterologo in E. coli e per identificare le cellule che lo contengono. 


& Plasmid Cloning 


livelli molto elevati, tanto da permettere la purificazione 
della proteina che essi codificano. 


Cromosomi artificiali batterici I progetti di sequenzia- 
mento di vaste aree del genoma richiedono spesso il clo- 
naggio di segmenti di DNA molto più lunghi di quanto pos- 
sano esserlo quelli che si possono incorporare in vettori di 
clonaggio plasmidici standard come il pBR322. Per anda- 
re incontro a queste necessità, sono stati sviluppati vetto- 
ri plasmidici con caratteristiche speciali, che permetto- 
no il clonaggio di segmenti molto lunghi (solitamente da 
100 000 a 300 000 coppie di basi) di DNA. Una volta che 
è stato aggiunto il segmento di DNA clonato, i vettori so- 
no grandi abbastanza da essere ritenuti dei veri e propri 
cromosomi e sono quindi definiti cromosomi artificiali 
batterici o BAC (Figura 9.5). 

Un vettore BAC (senza alcun inserto di DNA clonato) 
è un plasmide relativamente semplice, di solito non più 
grande degli altri vettori plasmidici. Per alloggiare segmen- 
ti veramente lunghi di DNA clonato, i vettori BAC hanno 
origini di replicazione stabili che mantengono il plasmide 
in quantità pari a una o due copie per cellula. Il ridotto nu- 
mero di copie è utile nel clonaggio di grandi segmenti di 
DNA, poiché esso limita le possibilità che avvengano rea- 
zioni di ricombinazione indesiderate in grado, nel tempo, 
di alterare in modo non prevedibile i grandi segmenti di 
DNA clonati. I vettori BAC comprendono anche i geni par. 
Questi geni codificano proteine che dirigono la corretta 
distribuzione dei cromosomi ricombinanti alle cellule fi- 
glie al momento della divisione cellulare, incrementando 
quindi la possibilità che ogni cellula figlia possa avere una 
copia del cromosoma, anche quando ne sono presenti so- 
lamente un numero limitato. Il vettore BAC contiene an- 
che entrambi i marcatori, sia quelli di selezione sia quel- 
li di identificazione. Il vettore BAC mostrato nella Figura 
9.5 ha un gene che conferisce la resistenza all’antibiotico 
cloramfenicolo (Cm). La selezione positiva per le cellule 
che contengono il vettore ha luogo su piastre di agar con- 
tenenti questo antibiotico. Un gene lacZ, necessario per la 
produzione dell’enzima -galatossidasi, è un marcatore di 
identificazione che può rivelare quali cellule contengono 
i plasmidi, ora cromosomi, che incorporano i segmenti di 
DNA clonati. La B-galatossidasi catalizza la conversione 
della molecola incolore 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-p-ga- 
lattopiranoside (X-gal) in un prodotto di colore blu. Se il 
gene è intatto ed è espresso, la colonia che lo contiene sa- 
rà di colore blu. Se l’espressione del gene viene interrotta 
dall’introduzione di un segmento di DNA clonato, la colo- 
nia apparirà invece incolore. 


Cromosomi artificiali di lievito (YAC) Come per E. coli, la 
genetica del lievito è già ben conosciuta. Il genoma del lie- 
vito Saccharomyces cerevisiae contiene soltanto 14 X 10°bp 
(un genoma semplice rispetto agli standard eucariotici e so- 
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lo quattro volte più grande del cromosoma di E. coli). La sua 
sequenza nucleotidica è interamente nota. 

Il lievito è anche molto semplice da coltivare e in labo- 
ratorio cresce su larga scala. I vettori plasmidici per il lie- 
vito vengono costruiti impiegando gli stessi principi che 
governano l’uso dei vettori di E. coli, descritti in preceden- 
za. Sono ora disponibili metodi adatti per spostare il DNA 
dentro e fuori le cellule di lievito, il che permette lo stu- 
dio di molti aspetti della biochimica della cellula eucario- 
tica. Alcuni plasmidi ricombinanti contengono molte ori- 
gini di replicazione e altri elementi che permettono loro 
di essere utilizzati in più di una specie (per esempio, lievi- 
to o E. coli). Questi plasmidi che possono essere propagati 
in cellule di due o più specie differenti sono detti vettori 
navetta (shuttle). 
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Figura 9.5 | cromosomi batterici artificiali (BAC) come vettori 
di clonaggio. Il vettore è un plasmide relativamente semplice, con 
un'origine di replicazione (ori) che ne dirige la replicazione. | geni 
par, che derivano da un tipo di plasmide detto plasmide F, facilitano 
la distribuzione omogenea dei plasmidi alle cellule figlie durante 

la divisione cellulare. Ciò aumenta la probabilità che ogni cellula 
figlia possieda almeno una copia del plasmide, anche quando 

ne sono presenti solo poche. Il basso numero di copie è utile nel 
clonaggio di segmenti di DNA molto grandi, in quanto limita le 
reazioni di ricombinazione non volute che possono alterare nel 
tempo il DNA clonato. Nei BAC sono presenti anche i marcatori di 
selezione. Un gene /acZ (necessario per la produzione dell'enzima 
B-galattosidasi) si trova nella regione di clonaggio in posizione 

tale da essere inattivato al momento dell'inserimento del DNA 
clonato. L'introduzione dei BAC ricombinanti nelle cellule mediante 
elettroporazione viene facilitata dall'uso di cellule che hanno una 
parete cellulare alterata (con numerosi pori). | DNA ricombinanti sono 
poi selezionati sfruttando la resistenza all'antibiotico cloramfenicolo 
(Cm°*). Le piastre contengono anche un substrato artificiale per 

la B-galattosidasi, che la converte in un composto blu. Le colonie 
con una ft-galattosidasi attiva (e quindi con il DNA non inserito 

nel vettore BAC) diventano di colore blu; le colonie senza attività 
B-galattosidasica, e quindi con il DNA inserito correttamente, sono di 
colore bianco. 


Il lavoro di ricerca con genomi di grandi dimensioni e 
la necessità di disporre di vettori di clonaggio ad alta capa- 
cità hanno portato allo sviluppo dei cromosomi artificia- 
li di lievito (YAC, Figura 9.6). I vettori YAC contengono 
tutti gli elementi necessari per mantenere un cromosoma 
eucariotico in un nucleo di lievito: un’origine della repli- 
cazione del lievito, due marcatori di selezione e sequenze 
specializzate (derivate da telomeri e centromeri) necessa- 
rie per la stabilità e l’appropriata segregazione dei cromo- 
somi durante la divisione cellulare (vedi il Capitolo 24). Per 
essere utilizzato per il clonaggio, il vettore deve essere pro- 
pagato in un plasmide batterico circolare e successivamen- 
te isolato e purificato. La scissione con un’endonucleasi di 
restrizione (BamHI nella Figura 9.7) rimuove un segmen- 
to di DNA tra due sequenze telomeriche (TEL), lasciando 
quindi i telomeri alle due estremità di un DNA ora linea- 
re. La rottura di un altro sito di restrizione interno (con 
EcoRI nella Figura 9.6) divide il vettore in due segmenti di 
DNA, detti bracci del vettore, ognuno dei quali contiene 
un marcatore di selezione diverso. 

Il DNA genomico che deve essere clonato viene prepa- 
rato mediante digestione parziale con endonucleasi di re- 
strizione per ottenere un frammento di grandezza appro- 
priata. I frammenti genomici sono poi separati mediante 
elettroforesi su gel a campo pulsante, una variante della 
normale elettroforesi su gel (vedi la Figura 3.18), che con- 
sente la separazione di segmenti di DNA molto grandi. I 
frammenti di DNA delle giuste dimensioni (fino a 2 X 10° 
bp) sono mescolati ai bracci del vettore preparato e poi 
uniti. Questa miscela viene usata per trasformare cellule 
di lievito (precedentemente trattate in modo da degrada- 
re parzialmente la loro parete cellulare) contenenti quelle 
molecole molto grandi di DNA che ora hanno la struttu- 
ra e la dimensione per poter essere considerate come dei 
cromosomi di lievito. La crescita delle cellule in un mezzo 
contenente entrambi i marcatori di selezione permette di 
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Figura 9.6 Costruzione di un cromosoma artificiale di lievito 
(YAC). Un vettore YAC contiene un'origine della replicazione (ori), un 
centromero (CEN), due telomeri (TEL) e marcatori di selezione (Xe Y). 
La digestione con BamHl e con EcoRI genera due bracci separati di 
DNA; ogni braccio contiene un telomero e un marcatore di selezione. 
Tra i due bracci è possibile legare un grande segmento di DNA (per 
esempio, un frammento di genoma umano con dimensioni fino a 

2 X 10% coppie di basi), creando un cromosoma artificiale di lievito. 
Lo YAC può essere usato per trasformare cellule di lievito (preparato 
mediante rimozione della parete cellulare formando sferoplasti) 

che sono poi selezionate in base a Xe Y. Le cellule che sopravvivono 
possono propagare l'inserto di DNA. 


ottenere solo quelle cellule che hanno un cromosoma ar- 
tificiale con un grande inserto tra i due bracci del vettore 
di clonaggio (Figura 9.6). La stabilità dei cloni YAC aumen- 
ta con la dimensione (fino a un certo limite). Quelli con 
inserti di più di 150 000 bp sono stabili quasi quanto un 
normale cromosoma cellulare, mentre quelli con inserti di 
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lunghezza inferiore a 100 000 bp vengono gradualmente 
persi durante la mitosi (per cui generalmente non ci sono 
cloni di cellule di lievito con soltanto le due estremità del 
vettore legate o con soltanto inserti corti). Gli YAC che so- 
no privi di un telomero all’una o all’altra estremità vengo- 
no rapidamente degradati. 

Come i BAC, anche i vettori YAC possono essere utiliz- 
zati per clonare segmenti di DNA molto lunghi. Inoltre, il 
DNA clonato in un vettore YAC può essere modificato per 
studiare la funzione di sequenze specializzate nel metabo- 
lismo cromosomico, nei meccanismi della regolazione ed 
espressione genica e in molti altri problemi della biologia 
molecolare degli eucarioti. 


e |geniclonati possono essere espressi per amplificare 

la produzione delle proteine 
Spesso è il prodotto di un gene clonato, piuttosto che il 
gene in sé, a essere di primario interesse, in particolare se 
la proteina ha un valore commerciale, terapeutico o è im- 
portante per la ricerca. I biochimici utilizzano le protei- 
ne purificate per molti scopi, come la comprensione del- 
la loro funzione, lo studio dei loro meccanismi di azione, 
la produzione di anticorpi diretti contro le stesse protei- 
ne, la ricostruzione in provetta di attività cellulari com- 
plesse mediante componenti purificati e per identifica- 
re la composizione in proteine delle strutture funzionali. 
Ora che hanno una maggiore conoscenza dei fondamenti 
del metabolismo del DNA, dell'RNA, delle proteine e dei 
loro processi di regolazione nell’E. coli, i ricercatori sono 
ora in grado di manipolare le cellule per esprimere geni 
clonati, al fine di studiare le proteine prodotte. L’obietti- 
vo generale è quello di alterare le sequenze intorno a un 
gene clonato per ingannare l'organismo ospite, costrin- 
gendolo a produrre la proteina codificata dal gene anche 
in quantità veramente molto elevate. Questa iperespres- 
sione di una proteina può rendere molto più semplice la 
sua successiva purificazione. 

Utilizzeremo come esempio l’espressione di una pro- 
teina eucariotica all’interno di una cellula batterica. I geni 
eucariotici hanno anche sequenze necessarie per la trascri- 
zione e la regolazione. Queste sequenze, però, non funzio- 
nano all’interno dei batteri. Quindi, i geni eucariotici sono 
privi degli elementi di sequenza di DNA necessari per la 
loro espressione controllata nelle cellule batteriche (per 
esempio i promotori, sequenze che indicano al’RNA po- 
limerasi dove legarsi per iniziare la sintesi dell'mRNA), i 
siti di legame del ribosoma (sequenze che permettono la 
traduzione dell’mRNA in una proteina) e sequenze rego- 
latrici aggiuntive. Le appropriate sequenze batteriche re- 
golatrici per la trascrizione e la traduzione devono quin- 
di essere inserite nel vettore a DNA nelle posizioni corret- 
te rispetto al gene eucariotico. In alcuni casi i geni clona- 
ti sono espressi con un tale grado di efficienza che il loro 
prodotto proteico rappresenta il 10% o più delle proteine 
cellulari. A queste concentrazioni alcune proteine estra- 
nee possono uccidere la cellula ospite (che solitamente è 
E. coli), quindi l’espressione del gene clonato deve esse- 
re limitata a poche ore prima della raccolta delle cellule. 

I vettori di clonaggio contenenti i segnali di trascrizio- 
ne e traduzione necessari all’espressione del gene clonato 
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Figura 9.7 Sequenze di DNA presenti in un tipico vettore di 
espressione di E. coli. Il gene da esprimere viene inserito in uno dei 
siti di restrizione del polilinker (poliadattatore), vicino al promotore 
(P), con l'estremità che codifica la regione amminoterminale vicina 

al promotore. Il promotore provvede all'efficiente trascrizione del 
gene inserito, e la sequenza di terminazione della trascrizione talvolta 
favorisce l'accumulo e la stabilità dell'mRNA prodotto. L'operatore (0) 
permette la regolazione attraverso un repressore che si lega a esso. 

Il sito di legame del ribosoma fornisce sequenze segnale necessarie 
alla traduzione dell'mRNA derivato dal gene. | marcatori di selezione 
permettono la selezione delle cellule contenenti il DNA ricombinante. 


sono spesso definiti vettori di espressione. La velocità di 
espressione di un gene clonato è controllata sostituendo il 
promotore proprio del gene e le sequenze regolatrici con 
versioni più efficienti e adatte fornite dal vettore. Normal- 
mente un promotore ben caratterizzato e i suoi elementi 
regolatori sono posizionati vicino a diversi siti di restrizio- 
ne utilizzabili per il clonaggio. I geni inseriti in questi siti 
di restrizione saranno espressi da elementi promotori re- 
golatori (Figura 9.7). Alcuni di questi vettori possono con- 
tenere altri componenti, come per esempio un sito di le- 
game al ribosoma batterico per aumentare la traduzione 
dell’mRNA derivato dal gene (Capitolo 27) o una sequen- 
za di termine della trascrizione (Capitolo 26). 


e Peresprimere le proteine ricombinanti si utilizzano 
molti sistemi diversi tra loro 

Ogni organismo vivente ha la capacità di esprimere ge- 
ni presenti all’interno del suo DNA genomico. In linea di 
principio, ogni organismo può così servire come ospite per 
esprimere proteine da una specie differente (eterologa). 
Per questi scopi sono state utilizzate cellule di moltissimi 
organismi di vario genere, ma ogni ospite presenta vantag- 
gi e anche svantaggi. 


Batteri Ibatteri, specialmente E. coli, sono ancora gli ospi- 
ti più comuni per l’espressione delle proteine. Le sequenze 
regolatrici che governano l’espressione genica nell’E. coli e 
in molti altri batteri sono note e possono essere sfruttate 
per esprimere proteine clonate in elevate quantità. I bat- 
teri sono molto facili da conservare e da far crescere in la- 
boratorio su terreni di coltura economici. Esistono anche 
metodologie molto efficienti per inserire il DNA all’inter- 
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no di queste cellule e per estrarlo successivamente. I bat- 
teri possono crescere in grandi quantità all’interno di fer- 
mentatori commerciali e quindi possono rappresentare 
una fonte importante di proteina clonata. Tuttavia, esisto- 
no ugualmente diversi problemi. Alcune proteine etero- 
loghe, quando vengono espresse nei batteri, non si ripie- 
gano correttamente e non possono andare incontro alle 
modificazioni covalenti o alle scissioni proteolitiche ne- 
cessarie per la loro corretta maturazione. Alcune carat- 
teristiche di una sequenza genica possono anche rendere 
un particolare gene difficile da esprimere nei batteri. Per 
esempio, le regioni intrinsecamente disordinate sono mol- 
to più comuni nelle proteine eucariotiche. Molte protei- 
ne eucariotiche, una volta espresse nei batteri, si aggrega- 
no formando precipitati cellulari insolubili, chiamati cor- 
pi di inclusione. Per queste ma anche per molte altre ra- 
gioni, alcune proteine eucariotiche sono inattive quando 
vengono purificate dai batteri o addirittura possono non 
essere espresse. Per risolvere questo tipo di problemi, ven- 
gono sviluppati regolarmente nuovi ceppi di batteri ospi- 
ti ingegnerizzati in modo da esprimere proteine chapero- 
ne eucariotiche o enzimi necessari alla maturazione delle 
proteine eucariotiche. 

Esistono molti sistemi specializzati per l’espressione 
di proteine nei batteri. Le sequenze promotrici e rego- 
latrici associate all’operone lattosio (vedi il Capitolo 28) 
vengono spesso fuse con il gene di interesse per dirigere 
la trascrizione. Il gene clonato verrà trascritto quando il 
lattosio viene aggiunto al terreno di coltura. La regola- 
zione nel sistema del lattosio è relativamente “debole”, 
in quanto il sistema non viene completamente spento 
anche quando il lattosio è assente. Tutto ciò rappresenta 
un potenziale problema se il prodotto del gene clonato è 
tossico per le cellule ospiti. Inoltre la trascrizione stimo- 
lata dal promotore Lac non è abbastanza efficiente per 
alcuni tipi di applicazioni. 

Un sistema alternativo utilizza un promotore e una 
RNA polimerasi espressa in un virus batterico chiama- 
to batteriofago T7. Se il gene clonato viene fuso con un 
promotore T7, non verrà trascritto dall’RNA polimerasi 
dell’E. coli, ma verrà invece trascritto dall’RNA polime- 
rasi del T7. Il gene che codifica questa polimerasi viene 
clonato separatamente all’interno della stessa cellula in 
un costrutto che consente una regolazione molto accura- 
ta (permettendo così la produzione controllata dell’RNA 
polimerasi del T7). La polimerasi è anche molto efficien- 
te e dirige l’espressione della maggior parte dei geni fusi 
al promotore T7 a livelli molto elevati. Questo sistema è 
stato utilizzato per esprimere la proteina RecA nelle cel- 
lule batteriche (Figura 9.8). 


Lieviti Il lievito Saccaromyces cerevisiae è probabilmente 
l'organismo eucariotico meglio conosciuto ed è uno dei più 
semplici da coltivare e manipolare in laboratorio. Come i 
batteri, anche questo lievito può crescere in terreni mol- 
to economici. Il lievito ha delle pareti cellulari molto resi- 
stenti in cui è difficile fare breccia per introdurre i vettori 
a DNA. Per questo motivo i batteri sono molto più adatti 
per le manipolazioni genetiche e per il mantenimento dei 
vettori. È per questo che il vettore del lievito è stato prima 
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Figura 9.8 Espressione 
regolata della proteina RecA 
in una cellula batterica. Il 
gene che codifica la proteina 
RecA, fuso al promotore del 
batteriofago T7, viene clonato 
in un vettore di espressione. In 
normali condizioni di crescita 
(non indotta), la proteina RecA 
non è visibile. Quando, all'interno 
delle cellule, viene indotta 
l'RNA polimerasi del T7, il gene 
recA viene espresso, e vengono 
prodotti grandi quantitativi di 
proteina RecA. Nella figura sono 
indicate anche le posizioni di 
migrazione di proteine a peso 
molecolare noto (standard). 
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propagato nei batteri. Sono ora disponibili eccellenti vet- 
tori di trasferimento. 

I principi alla base dell'espressione di una proteina nel 
lievito sono gli stessi che regolano l’espressione delle pro- 
teine nei batteri. I geni clonati devono essere uniti a pro- 
motori in grado di indurre l’espressione in elevate quan- 
tità. Per esempio, i geni del lievito GAL1 e GAL10 sono 
soggetti a regolazione cellulare, in modo che essi venga- 
no espressi quando le cellule del lievito crescono in terre- 
ni contenenti galattosio, ma vengano silenziati quando le 
cellule crescono in presenza di glucosio. In tal modo, se un 
gene eterologo viene espresso utilizzando le stesse sequen- 
ze regolatrici, l’espressione di quel dato gene può essere 
controllata in modo molto semplice scegliendo un terre- 
no appropriato per la crescita cellulare. 

Alcuni dei problemi che accompagnano l’espressione 
delle proteine nei batteri si riscontrano anche nei lieviti. 
Le proteine eterologhe possono non ripiegarsi corretta- 
mente, il lievito può essere privo degli enzimi necessari 
alla conversione delle proteine nelle loro forme attive, op- 
pure l’espressione delle proteine può risultare difficoltosa 
a causa di specifiche caratteristiche della sequenza geni- 
ca. Poiché S. cerevisiae è un eucariota, l’espressione di ge- 
ni eucariotici (specialmente i geni del lievito) a volte è più 
efficiente in questo ospite anziché nei batteri. Anche il ri- 
piegamento e la modificazione dei prodotti possono esse- 
re più accurati di quelli che avvengono a carico delle pro- 
teine espresse nei batteri. 


Insetti e virus degli insetti Ibaculovirus sono virus de- 
gli insetti con genomi a DNA a doppio filamento. Quan- 
do questi virus infettano i loro ospiti allo stadio larvale, 
agiscono da parassiti uccidendo le larve e convertendole 
in fabbriche per la produzione di virus. In uno stadio più 
avanzato del processo di infezione, i virus producono gran- 
di quantitativi di due proteine (la p10 e la poliedrina); que- 
ste proteine non sono necessarie alla formazione dei virus 
nelle cellule di insetto mantenute in coltura. I geni che co- 
dificano queste due proteine possono essere sostituiti con 
il gene di una proteina eterologa. Quando questo tipo di 


CAPITOLO 9 
Tecnologie basate sull'informazione contenuta nel DNA 


virus ricombinante viene utilizzato per infettare cellule o 
larve, la proteina eterologa viene prodotta molto spesso in 
quantitativi molto elevati: fino al 25% della proteina tota- 
le presente alla fine del ciclo di infezione. 

Il nucleopoliedrovirus multicapside Autographa califor- 
nica (ACMNPV) è il baculovirus più spesso utilizzato per 
l’espressione di proteine. Ha un grande genoma (134 000 
coppie di basi), troppo grande per un clonaggio diretto. 
Anche la purificazione del virus è abbastanza macchino- 
sa. Tutti questi problemi sono stati risolti creando i bac- 
midi, grandi DNA circolari che comprendono l’intero ge- 
noma del baculovirus e le sequenze che permettono la re- 
plicazione del bacmide nell’E. coli (Figura 9.9). Il gene di 
interesse viene clonato in un plasmide più piccolo e com- 
binato con il plasmide più grande tramite ricombinazio- 
ne sito-specifica in vivo (vedi la Figura 25.37). Il bacmide 
ricombinante viene quindi isolato e trasferito nelle cellu- 
le di insetto (il termine trasfezione viene utilizzato quan- 
do il DNA adoperato per la trasformazione comprende se- 
quenze virali e porta alla replicazione virale), operazione 
seguita dal recupero della proteina una volta che è termi- 
nato il ciclo di infezione. È disponibile in commercio una 
vasta gamma di sistemi bacmidici. I sistemi a baculovirus 
non hanno successo con tutte le proteine, ma in alcuni casi 
sono in grado di produrre tutte le modificazioni a cui van- 
no incontro le proteine degli eucarioti superiori durante la 
loro maturazione, quindi possono generare proteine euca- 
riotiche attive e modificate in modo corretto. 


Cellule di mammifero in coltura Il sistema più adat- 
to per introdurre geni clonati in una cellula di mammife- 
ro è l'utilizzo di virus. Questo metodo trae vantaggio dalla 
naturale capacità di un virus di inserire il proprio DNA 0 
RNA all’interno di una cellula e a volte anche all’interno 
del cromosoma cellulare. È disponibile una vasta gamma 
di virus di mammifero ingegnerizzati come vettori, tra cui 
adenovirus e retrovirus umani. Il gene di interesse viene 
clonato in modo che la sua espressione sia controllata da 
un promotore virale. Il virus utilizza i suoi meccanismi di 
infezione naturali per introdurre il genoma ricombinan- 
te all’interno delle cellule, dove viene espressa la protei- 
na clonata. Questi sistemi hanno il vantaggio che le pro- 
teine possono essere espresse sia in modo transitorio (se 
il DNA virale viene mantenuto separato dal genoma della 
cellula ospite e infine degradato) sia in modo permanen- 
te o stabile (se il DNA virale viene integrato nel genoma 
della cellula ospite). Con una scelta corretta della cellula 
ospite, si possono ottenere anche le corrette modificazio- 
ni post-traduzionali della proteina, producendo così la sua 
forma attiva. La crescita di cellule di mammifero in coltu- 
re tissutali, però, è molto costosa, pertanto questo tipo di 
tecnologia viene solitamente utilizzato per testare le fun- 
zioni delle proteine in vivo piuttosto che per produrre una 
proteina in grandi quantità. 


e Alterazioni dei geni clonati producono proteine modificate 

I metodi di clonaggio possono essere usati non solo per 
sovraesprimere una proteina, ma anche per produrre una 
proteina leggermente o ampiamente modificata rispet- 
to alla sua forma nativa. Uno o più amminoacidi specifici 
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possono essere sostituiti per mezzo della mutagenesi sito- 
specifica. Questa tecnica ha incrementato e migliorato no- 
tevolmente la ricerca sulle proteine, permettendo agli stu- 
diosi di apportare specifiche modificazioni alla struttura 
primaria delle proteine e di esaminare gli effetti di questi 
cambiamenti sul ripiegamento, sulla struttura tridimen- 
sionale e sull’attività delle proteine. In questa metodica, 
che viene utilizzata per studiare i rapporti tra la struttura 
e la funzione delle proteine, si ottiene un’alterazione del- 
la sequenza amminoacidica di una proteina modificando 
la sequenza del DNA del gene clonato. Se la sequenza che 
deve essere modificata è delimitata da siti di restrizione, 
la modificazione può essere effettuata semplicemente ri- 
muovendo un segmento di DNA e sostituendolo con uno 
sintetico, identico all’originale tranne che per la modifica- 
zione desiderata (Figura 9.10a). 

Quando non sono presenti siti di restrizione appropria- 
ti, si può usare una tecnica chiamata mutagenesi diretta 
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(b) 


Larva infettata dal vettore Larva normale 


Figura 9.9 Clonaggio con i baculovirus. (a) Nella figura è mostrata 
la costruzione di un tipico vettore utilizzato per l'espressione di 
proteine nei baculovirus. Il gene di interesse viene clonato in un 
piccolo plasmide (a sinistra) tra due siti (att) riconosciuti da una 
ricombinasi sito-specifica e poi introdotto nel vettore del baculovirus 
per mezzo di una ricombinazione sito-specifica (vedi la Figura 25.37). 
Viene così prodotto un DNA circolare, utilizzato per infettare le cellule 
di una larva di insetto. Il gene di interesse viene espresso durante il 
ciclo di infezione, a valle di un promotore che normalmente esprime 
una proteina di rivestimento del baculovirus in quantità elevate. 

(b) Le fotografie mostrano (a sinistra) una larva di insetto infettata 
con un vettore di baculovirus ricombinante che esprime una proteina 
che produce una sostanza di colore rosso e (a destra) una larva non 
infettata. 


da un oligonucleotide per creare una mutazione speci- 
fica nella sequenza (Figura 9.10b). Due filamenti di DNA 
sintetici e complementari, ciascuno contenente la sostitu- 
zione della base desiderata, vengono allineati a filamen- 
ti opposti del gene clonato all’interno di un appropriato 
vettore circolare. L’appaiamento non corretto di una cop- 
pia di basi su 30-40 bp non altera l’appaiamento. I due 
oligonucleotidi allineati servono a innescare la sintesi del 
DNA in entrambe le direzioni intorno al plasmide vetto- 
re, creando due filamenti complementari che contengo- 
no la mutazione. 

Dopo diversi cicli di amplificazione selettiva, median- 
te una tecnica chiamata reazione a catena della polime- 
rasi (o PCR, descritta a pagina 336), il DNA contenente la 
mutazione è predominante all’interno della popolazione e 
può essere utilizzato per trasformare i batteri. La maggior 
parte dei batteri trasformati avrà al proprio interno i pla- 
smidi che portano la mutazione. Se necessario, il plasmi- 
de di DNA stampo non mutante può essere eliminato se- 
lettivamente tramite scissione con l’enzima di restrizione 
Dpnl. Il plasmide stampo, solitamente isolato dall’£. coli 
non mutato, ha un residuo di A metilato in ogni copia della 
sequenza palindromica di quattro nucleotidi GATC (chia- 
mata anche sito dam; vedi la Figura 25.21). Il nuovo DNA 
contenente la mutazione non ha residui di A metilati in 
quanto la replicazione è stata effettuata in vitro. Pendonu- 
cleasi Dpnl scinde selettivamente il DNA a livello della se- 
quenza GATC solamente se il residuo di A in uno o in en- 
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(b) Mutagenesi diretta da un oligonucleotide (c) 
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Figura 9.10 Due strategie per ottenere una mutazione 
sito-specifica. (a) Un segmento sintetico di DNA sostituisce un 
frammento rimosso per taglio con un'endonucleasi di restrizione. 

(b) Una coppia di oligonucleotidi sintetici e tra loro complementari, 
con una modificazione di sequenza specifica in un punto, viene 
ibridata con un plasmide circolare contenente una copia clonata del 
gene che deve essere mutato. Gli oligonucleotidi mutati funzionano 
come primer per la sintesi di alcune copie di un DNA a doppia elica di 


trambi i filamenti è metilato; quindi l’enzima scinde solo 
il filamento stampo. 

Se torniamo al gene batterico recA, il suo prodotto, cioè 
la proteina RecA, svolge diverse attività (vedi la Sezione 
25.3). Essa si lega al DNA, formando una struttura filamen- 
tosa, allinea due molecole di DNA con sequenze simili e 
idrolizza ’ATP. Un particolare residuo amminoacidico di 
RecA (un polipeptide di 352 residui), il residuo di Lys in 
posizione 72, è coinvolto nell’idrolisi dell’ATP Cambiando 
il residuo di Lys” con un residuo di Arg, si ottiene una va- 
riante della proteina RecA che si lega all’ATP ma che non è 
in grado di idrolizzarlo (Figura 9.10c). ingegnerizzazione 
e la purificazione di questa variante della proteina RecA 
hanno semplificato la ricerca sulla funzione dell’idrolisi 
dell’ATP nelle attività di questa proteina. 

È possibile introdurre modificazioni di più di una cop- 
pia di basi. Per costruire geni più piccoli possono essere 


lunghezza intera contenente la modificazione di sequenza specifica. 
Queste copie del plasmide vengono poi utilizzate per trasformare le 
cellule. (c) Risultati ottenuti con un sequenziatore automatico (vedi 
la Figura 8.34), che mostrano le sequenze del gene normale recA (in 
alto) e di un gene recA alterato (in basso) con la tripletta (codone) in 
posizione 72 mutata da AAA in CGC, codificando un residuo di Arg (R) 
invece che un residuo di Lys (K). 


eliminate vaste regioni di un gene tagliando un segmento 
di DNA con endonucleasi di restrizione e riunendo le por- 
zioni rimanenti. Per esempio, se una proteina ha due do- 
mini, il segmento genico che codifica uno dei due domini 
può essere rimosso per produrre una proteina che avrà so- 
lamente uno dei due domini originali. Parti di due geni di- 
versi possono essere legate tra loro per creare nuove com- 
binazioni dette proteine di fusione. I ricercatori dispon- 
gono attualmente di metodi ingegnosi che permettono di 
produrre in vitro qualsiasi alterazione genetica. Dopo aver 
reintrodotto il DNA modificato nella cellula, essi possono 
valutare le conseguenze dell’alterazione. 


e Leetichette terminali forniscono siti di legame 

nella purificazione per affinità 
La cromatografia per affinità è uno dei metodi più effi- 
cienti per la purificazione delle proteine (vedi la Figura 
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3.17c). Purtroppo non è sempre vero che le proteine possa- 
no legare un ligando immobilizzato su una matrice di una 
colonna per cromatografia. Il gene che codifica una pro- 
teina può, tuttavia, essere alterato in modo da esprimere 
una proteina di fusione che possa essere purificata trami- 
te cromatografia per affinità. 

Il gene che codifica la proteina bersaglio viene fuso con 
un gene che codifica un peptide o una proteina in grado di 
legarsi a un ligando noto con elevata affinità e specificità. 
Il peptide (o la proteina) usato a questo scopo è chiamato 
etichetta (tag). Le sequenze tag possono essere aggiunte ai 
geni in modo da inserire le etichette a livello delle regioni 
ammino- o carbossiterminali delle proteine modificate. La 
Tabella 9.3 elenca alcuni dei peptidi o delle proteine comu- 
nemente utilizzati come etichette. 

Per descrivere la procedura generalmente utilizzata 
per introdurre le etichette possiamo utilizzare come esem- 
pio il sistema che sfrutta come etichetta la glutatione-S- 
trasferasi (GST) (Figura 9.11). La GST è un piccolo enzi- 
ma (M, 26 000) che lega saldamente e specificamente una 
molecola di glutatione. Quando la sequenza del gene per 
la GST viene fusa con un gene bersaglio, la proteina di fu- 
sione acquisterà la capacità di legare il glutatione. La pro- 
teina di fusione viene espressa in un organismo ospite co- 
me un batterio (o un altro organismo), le cui cellule sono 
poi rotte per preparare un estratto. Una colonna croma- 
tografica viene quindi riempita con una matrice porosa, 
composta dal ligando (in questo caso il glutatione) immo- 
bilizzato su microsfere di un polimero stabile come l’aga- 
rosio. Man mano che si fa percolare l’estratto attraverso la 
colonna cromatografica, la proteina di fusione resta immo- 
bilizzata sul supporto solido, legandosi al glutatione. Tut- 
te le altre proteine dell’estratto fuoriescono dalla colonna 
e vengono scartate. L'interazione tra la GST e il glutatio- 
ne è forte, ma non covalente, e così la proteina può essere 
eluita dalla colonna, utilizzando una soluzione contenente 
un'elevata concentrazione salina o glutatione libero, che 
compete con il ligando immobilizzato per il legame con la 
GST. Spesso con questa tecnica si possono ottenere pro- 
teine di fusione con una buona resa e con un buon grado 
di purezza. In alcune preparazioni commerciali l’etichet- 
ta può essere interamente o in larga misura rimossa dal- 
la proteina di fusione, usando una proteasi che taglia a li- 
vello di una sequenza vicina alla giunzione tra la proteina 
bersaglio e la sua etichetta. 


MI Tabella 9.3 Etichette proteiche di uso comune 


Massa 
molecolare Ligando 

Proteina etichetta (kDa) immobilizzato 
Proteina A 59 Porzione Fc delle IgG 
(His)g 0,8 Ni? 
Glutatione-S-trasferasi (GST) 26 Glutatione 
Proteina che lega il maltosio 41 Maltosio 
B-Galattosidasi 116 p-Amminofenil- 

B-p-tiogalattoside 

(TPEG) 
Dominio di legame 5,7 Chitina 


della chitina 
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In laboratorio viene spesso utilizzata un’etichetta mol- 
to corta, formata da una sequenza di sei o poco più resi- 
dui di istidina, denominata etichetta di istidina o His tag. 
Queste sequenze legano saldamente e specificamente gli 
ioni nichel. Si può quindi usare una matrice cromatogra- 
fica contenente Ni°* per separare velocemente le proteine 
con l'etichetta di His dalle altre proteine presenti nell’e- 
stratto cellulare. Alcune delle etichette più grandi, per 
esempio proteine che legano il maltosio, possono aumen- 
tare la stabilità e la solubilità, permettendo così la pu- 
rificazione di proteine clonate che sarebbero altrimenti 
inattive per un ripiegamento non corretto o a causa del- 
la loro insolubilità. 

La cromatografia per affinità che utilizza etichette in- 
serite nelle regioni terminali delle proteine è economica- 
mente conveniente e molto efficiente. Le etichette sono 
state impiegate con successo in migliaia di studi pubbli- 
cati; in moltissimi casi sarebbe stato impossibile purifica- 
re e studiare la proteina senza le etichette, che però de- 
vono essere usate con una certa cautela. Le etichette non 
sono inerti; anche quelle di piccole dimensioni possono 
influenzare le proprietà delle proteine bersaglio a cui so- 
no legate e quindi inficiare i risultati ottenuti nello stu- 
dio. Per esempio, l'etichetta può alterare il ripiegamento 
della proteina. Anche quando l’etichetta viene rimossa 
da una proteasi, uno o più residui amminoacidici dell’e- 
tichetta possono restare nella proteina, influenzandone 
così le attività. Gli esperimenti eseguiti con queste tecni- 
che e i risultati scientifici ottenuti devono sempre esse- 
re confermati da appropriati controlli, al fine di stabili- 
re quali sono gli effetti dell'etichetta sulla funzione della 
proteina bersaglio. 


e Lesequenze dei geni possono essere amplificate 
utilizzando la reazione a catena della polimerasi 

I progetti genoma intrapresi in quasi tutto il Mondo, essen- 
do finalizzati al sequenziamento dei genomi di molti orga- 
nismi, hanno generato una serie di banche dati internazio- 
nali contenenti le sequenze genomiche complete di centi- 
naia di organismi e hanno reso disponibile una quantità 
inimmaginabile di informazioni sulla sequenza dei geni. 
Questa messe di dati ha portato a una semplificazione del 
processo di clonaggio dei singoli geni per analisi biochimi- 
che più dettagliate. Se si conosce la sequenza almeno del- 
le porzioni terminali che fiancheggiano il segmento di inte- 
resse di DNA da clonare, il numero di copie di quel segmen- 
to può essere considerevolmente aumentato mediante un 
processo chiamato reazione a catena della polimerasi 
(polymerase chain reaction, PCR), ideato da Kary Mullis nel 
1983. II DNA amplificato può essere quindi direttamente 
clonato, impiegando le metodiche cha abbiamo descritto in 
precedenza, o può invece essere utilizzato per una grande 
varietà di altre procedure analitiche. 

La PCR è un metodo molto semplice ed elegante basa- 
to su una DNA polimerasi che sintetizza filamenti di DNA 
utilizzando uno stampo di DNA e come substrati i deossiri- 
bonucleotidi (Capitolo 25). Tutte le DNA polimerasi sinte- 
tizzano il DNA in direzione 5’ + 3' (vedi la Figura 3.33a). 
Inoltre, le DNA polimerasi non sintetizzano il DNA dall’i- 
nizio (de novo), ma aggiungono nucleotidi ai filamenti pre- 
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esistenti, chiamati iniziatori della replicazione, inneschi o 
primer. Bisogna quindi sintetizzare due brevi oligonucleo- 
tidi complementari alla sequenza di una delle due catene 
del segmento di DNA bersaglio poste poco oltre le estre- 
mità del segmento da amplificare. Questi oligonucleotidi 
fungono da iniziatori della replicazione (primer), che sono 
estesi dalla DNA polimerasi. Le estremità 3' delle sonde 
ibridate sono orientate in direzione opposta l'una rispetto 
all’altra, e posizionate per consentire l’inizio della sintesi 
del DNA nella zona di interesse (Figura 9.12a). La PCR di 
base richiede quattro componenti: un campione di DNA 
isolato contenente il segmento da clonare, una coppia di 
oligonucleotidi sintetici con funzione di primer, i quattro 
deossinucleosidi trifosfato (ANTP) e la DNA polimerasi. 
La miscela di reazione viene scaldata ad alta temperatura 
per breve tempo, in modo da denaturare il DNA e sepa- 
rare i suoi due filamenti. La miscela viene quindi raffred- 
data in modo che i primer si possano ibridare con il DNA. 
Lelevata concentrazione (presenza in eccesso) dei primer 
fa aumentare notevolmente la probabilità che essi si asso- 
cino a ciascun filamento del DNA denaturato, prima che i 
due filamenti di DNA (presente in concentrazione molto 
inferiore) tornino a formare la doppia elica. Il segmento 
contenente i primer viene quindi replicato in modo molto 


Figura 9.11 L'uso di 
etichette proteiche per la 
purificazione delle proteine. 
(a) La glutatione-S-trasferasi 
(GST) è una piccola proteina 
enzimatica che lega il glutatione 
(un residuo di glutammato il cui 
gruppo carbossilico della catena 
laterale è legato al dipeptide 
Cys-Gly). (b) L'etichetta di GST 
viene fusa all'estremità 
carbossiterminale della 
proteina bersaglio con tecniche 
di ingegneria genetica. La 
proteina di fusione viene 
espressa nella cellula ospite ed 
è perciò presente nell'estratto 
che si ottiene quando le cellule 
vengono lisate. L'estratto 

viene quindi sottoposto a 
cromatografia per affinità (vedi 
la Figura 3.17c) su una colonna 
contenente una matrice 

solida su cui è immobilizzato 

il glutatione. Le proteine 

legate alla GST si legano al 
glutatione, ritardando così 

la loro migrazione attraverso 

la colonna. Le altre proteine 
vengono lavate via molto 
rapidamente. La proteina di 
fusione viene poi eluita dalla 
colonna con una soluzione a 
elevata concentrazione salina o 
con una soluzione di glutatione. 
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Figura 9.12 Amplificazione di uno specifico segmento di DNA 
per mezzo della reazione a catena della polimerasi (PCR). (a) Il 
procedimento avviene in tre fasi. © Le catene di DNA sono separate 
mediante riscaldamento e poi @ riassociate a brevi segmenti sintetici 
di DNA iniziatore (in arancione) in eccesso, che fiancheggiano 

la regione che deve essere amplificata (in blu scuro). @ Il nuovo 

DNA viene sintetizzato per polimerizzazione catalizzata dalla DNA 
polimerasi. Il processo (in tre tappe) viene ripetuto per 25 o 30 cicli. 
La DNA polimerasi termostabile Tag (da Thermus aquaticus, un 
batterio termofilo che cresce nelle sorgenti di acqua calda) non viene 
denaturata durante le fasi di riscaldamento. (b) II DNA amplificato con 
la PCR può essere clonato. | primer possono includere terminazioni 
non complementari che hanno un sito riconosciuto da una 
endonucleasi di restrizione. Anche se queste sequenze dei primer 
non si appaiano al DNA bersaglio, il processo della PCR le incorpora 
ugualmente nel DNA che viene amplificato. La scissione a livello di 
questi siti dei frammenti amplificati genera estremità coesive, che 
vengono utilizzate nel processo di ligazione del DNA amplificato in 
un vettore di clonaggio. & Polymerase Chain Reaction 
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selettivo dalla DNA polimerasi utilizzando i quattro ANTP. 
In poche ore, questo processo ciclico di riscaldamento, raf- 
freddamento e replicazione viene ripetuto numerose vol- 
te, da 25 a 30 cicli, sfruttando un sistema automatizzato. Il 
segmento di DNA fiancheggiato dai primer viene amplifi- 
cato al fine di essere facilmente isolato o clonato. Ogni ci- 
clo fa aumentare la quantità del segmento di DNA di un 
fattore 2 e la sua concentrazione cresce così in modo espo- 
nenziale. Dopo 20 cicli, il segmento di DNA è stato amplifi- 
cato più di un milione di volte (2°); dopo 30 cicli, addirit- 
tura più di un miliardo di volte! Tutti gli altri DNA presen- 
ti nel campione non sono amplificati. La PCR utilizza una 
DNA polimerasi termostabile e resistente alle alte tempe- 
rature, che rimane attiva dopo ogni tappa di riscaldamen- 
to e non deve essere rimpiazzata. 

Tramite uno studio attento della sequenza dei primer 
da utilizzare nella PCR e la loro successiva progettazione, 
il segmento amplificato può essere alterato dall’incorpo- 
razione a livello di ciascuna estremità di un DNA addizio- 
nale originariamente non presente nel cromosoma bersa- 
glio dell’amplificazione. Per esempio, per facilitare il clo- 
naggio successivo del DNA amplificato, si possono inseri- 
re dei siti di restrizione di un’endonucleasi (Figura 9.12b). 

II metodo della PCR è altamente sensibile: questa pro- 
cedura permette l’individuazione e l'amplificazione an- 
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che di una sola molecola di DNA pressoché in ogni tipo 
di campione. La struttura a doppia elica rende la mole- 
cola del DNA molto stabile, ma il DNA nel tempo si de- 
grada, anche se lentamente (vedi il Capitolo 8). Con l’aiu- 
to della PCR sono però stati clonati con successo dei rari 
DNA non degradati ottenuti da campioni che hanno più 
di 40 000 anni. I ricercatori hanno usato questo metodo 
per clonare il DNA di mummie e di animali estinti, per 
esempio il mammut, e sono nate così nuove discipline co- 
me l’archeologia molecolare e la paleontologia molecola- 
re. Con questo metodo è stato amplificato il DNA ritro- 
vato nelle necropoli e sono state ottenute informazioni 
utili per studiare le migrazioni umane. Gli epidemiologi 
usano la PCR su resti umani per seguire l'evoluzione di 
virus patogeni. Oltre alla sua utilità per il clonaggio del 
DNA, questa tecnica è di grande importanza per la me- 
dicina legale (Box 9.1). Essa può essere usata anche per 
la diagnosi di infezioni virali prima dell’esordio clinico 0 
della comparsa della risposta immunitaria. La PCR costi- 
tuisce uno strumento di indagine molto importante per 
lo screeening genetico che si può condurre sui futuri ge- 
nitori le cui famiglie hanno dei pregressi di malattie ge- 
netiche di importanza rilevante, e ovviamente per la dia- 
gnostica prenatale di numerose malattie genetiche, pra- 
ticabile direttamente sul nascituro. 


Box 9.1£ METODI Un potente strumento per la medicina forense 


Uno dei metodi più attendibili per stabilire la presenza 
di un indiziato sul luogo del delitto è la rilevazione 
delle sue impronte digitali. avvento della tecnologia 
del DNA ricombinante ha reso disponibile una nuova 
tecnica molto più potente: il genotyping del DNA 
(chiamato anche tipizzazione o impronta del DNA). Il 
metodo del genotyping del DNA è basato sul polimor- 
fismo di sequenza, cioè sulle piccole differenze nella 
sequenza del DNA di individui diversi, corrispondente 
in media a circa una base ogni 1000. L'utilizzo di queste 
differenze nelle investigazioni forensi è stato descritto e 
introdotto per la prima volta dal genetista inglese Alec 
Jeffreys nel 1985. Ogni differenza rispetto alla sequenza 
prototipo del genoma umano (la prima ottenuta) si ri- 
scontra in una piccola percentuale della popolazione 
umana e ogni individuo presenta alcune differenze ri- 
spetto a questa sequenza prototipo. 

Il moderno lavoro forense si focalizza sulle differenze 
nelle lunghezze delle sequenze delle corte ripetizioni 
in tandem (STR, short tandem repeats). Un STR è una 
corta sequenza di DNA, ripetuta molte volte (l’una di 
seguito all’altra, in tandem) in una particolare zona 
del cromosoma. Generalmente, le sequenze ripetute 
sono lunghe 4 coppie di basi. I loci STR più utili e più 
frequentemente usati per la tipizzazione del DNA sono 
abbastanza corti, da 4 a 50 ripetizioni (da 16 a 200 
coppie di basi per le ripetizioni tetranucleotidiche), e 
hanno lunghezze variabili nella popolazione umana. 
Nel genoma umano sono stati caratterizzati più di 
20 000 loci STR tetranucleotidici. Più di un milione di 
STR di tutti i tipi possono essere presenti nel genoma 


umano, rappresentando circa il 3% di tutto il genoma 
(DNA). 
La lunghezza di un particolare locus STR in un dato 
individuo può essere determinata con l’aiuto della rea- 
zione a catena della DNA polimerasi (PCR; vedi la 
Figura 9.12). L'utilizzo della PCR rende la procedura 
tanto sensibile da poter essere applicata a campioni 
di DNA veramente molto piccoli, proprio come quelli 
che spesso si raccolgono sulle scene dei crimini. Le 
regioni che fiancheggiano gli STR hanno caratteristi- 
che uniche per ogni locus STR e sono le stesse (eccetto 
qualche caso estremamente raro di mutazione) in tutti 
gli individui. Si utilizzano primer che si ibridano con 
le sequenze fiancheggianti, per poi amplificare il DNA 
lungo STR (Figura 1a) con la metodica PCR. La lun- 
ghezza del prodotto della PCR riflette la lunghezza 
dell’STR nel campione. Poiché l’uomo eredita un cro- 
mosoma da ciascuno dei due genitori, le lunghezze 
degli STR nei due cromosomi sono spesso differenti, e 
generano due segnali per ciascun individuo. I prodotti 
della PCR vengono poi sottoposti a elettroforesi su un 
gel di poliacrilammide molto sottile, situato all’interno 
di un tubo capillare. Alla fine della corsa elettrofore- 
tica, le bande che ne risultano vengono convertite in un 
insieme di picchi che rivelano con estrema accuratezza 
la dimensione di ciascun frammento PCR e quindi la 
lunghezza del locus STR nell’allele corrispondente. 
Lanalisi di molteplici loci STR fornisce un profilo che 
è essenzialmente unico per un particolare e dato in- 
dividuo (Figura 1b). Tutto ciò solitamente viene ese- 
guito utilizzando dei kit disponibili in commercio che 
> (segue) 
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Figura 1 (a)lloci STR possono essere analizzati tramite 

la PCR. | primer adatti per la PCR (ai quali è attaccato 

un colorante per aiutare la successiva identificazione) 
vengono progettati in modo da legarsi a delle sequenze 
presenti a entrambe le estremità dell’STR. Così facendo, 
viene amplificata la regione che si viene a trovare in 

mezzo a queste sequenze, cioè l'STR. Gli individui hanno, 
generalmente, due alleli differenti a livello di un particolare 
locus (ciascuno ereditato da un genitore diverso). Se le 
sequenze STR hanno lunghezze differenti sui due cromosomi 
di un individuo, si avranno due prodotti di PCR di dimensioni 
diverse. (b) Nella figura sono mostrati i prodotti della PCR 
ottenuti dall'amplificazione di 16 loci STR che sono stati 
fatti correre su un unico gel di acrilammide, all'interno di un 
tubo capillare molto sottile. Per facilitare la distinzione dei 
loci, i coloranti legati ai primer della PCR sono diversificati. 

| particolari loci sono stati ricercati con primer etichettati 
con solamente una di tre sonde fluorescenti diverse (sei loci 
in verde, cinque in blu e cinque in giallo, che nella figura 
sono riportati in nero per essere visibili). La determinazione 
di quale locus corrisponda a quale segnale dipende dal 
colore della sostanza legata ai primer utilizzati nel processo, 
e alla fascia dimensionale in cui appare il segnale. La fascia 
dimensionale può essere controllata e verificata tramite le 
sequenze che sono state riconosciute dai primer utilizzati 
nella PCR. 


Scansione dei prodotti della PCR 


derivati dal locus D7S820 
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comprendono i primer per la PCR unici per ciascun 
locus collegati a marcatori colorati che aiutano a di- 
stinguere i diversi prodotti della PCR. Eamplificazione 
con la PCR permette agli investigatori di ottenere dei 
genotipi STR da meno di 1 ng di DNA parzialmente 
degradato, una quantità che può essere ottenuta da 
un singolo bulbo pilifero, da una goccia di sangue, da 
una piccola macchia di sperma su un lenzuolo o da 
reperti vecchi di mesi o anche di anni. Nel caso in cui si 
riescano a ottenere buoni genotipi STR, le probabilità 
che due di questi profili di DNA appartenenti a due 
individui diversi coincidano, e che quindi portino a 
errori nell’identificazione di un colpevole, sono minori 
di una su 10! (un quintilione). 

Per utilizzare gli STR nella medicina forense è stata 
necessaria la standardizzazione preventiva dei metodi. 
Il primo metodo STR per uso forense fu standardizzato 


nel 1995 nel Regno Unito. Il metodo in uso negli Stati 
Uniti, chiamato CODIS (combined DNA index system), fu 
introdotto nel 1998. Il metodo CODIS è basato su tredici 
loci STR ben caratterizzati, che devono essere presenti 
in ogni analisi di tipizzazione del DNA effettuata negli 
Stati Uniti (Tabella 1). Come marcatore nelle analisi 
viene usato anche il gene dell’amelogenina. Questo 
gene, presente nei cromosomi sessuali umani, ha se- 
quenze leggermente diverse in lunghezza nei cromo- 
somi X e Y. amplificazione PCR di sequenze del gene 
genera prodotti di dimensioni diverse, che rivelano il 
sesso del donatore del DNA. All’inizio del 2010, la banca 
dati del CODIS conteneva più di 7 milioni di genotipi 
STR, ed è stata impiegata in più di 100000 casi di inve- 
stigazioni forensi. 

La tipizzazione del DNA è stata utilizzata per condan- 


nare o assolvere individui sospettati di un crimine 0, in 
> (segue) 


© 978-88-08-26148-9 


Box 9.18 (segue) 


CAPITOLO 9 


Tecnologie basate sull'informazione contenuta nelDNA 341 


M Tabella 1 Proprietà dei loci usati per i database CODIS 


Lunghezza del Numero degli 


Locus Cromosoma Motivo ripetuto motivo ripetuto* alleli osservati* 
CSF1PO 5 TAGA 5-16 20 
FGA 4 CTTT 12,2-51,2 80 
THO1 11 TCAT 3-14 20 
TPOX 2 GAAT 4-16 15 
VWA 12 [TCTG][TCTA] 10-25 28 
D3S1358 3 [TCTG][TCTA] 8-21 24 
D5$818 5 AGAT 7-18 15 
D75820 7 GATA 5-16 30 
D8S1179 8 [TCTA][TCTG] 7-20 17 
D13S317 13 TATC 5-16 17 
D16S539 16 GATA 5-16 19 
D18S51 18 AGAA 7-39,2 51 
D21$11 21 [TCTA][TCTG] 12-41,2 82 
Amelogenina* XY Non applicabile 


Fonte: adattata da Butler, J.M. (2005) Forensic DNA Typing, 2° ed., Academic Press, San Diego, p. 96. 
* Lunghezze dei motivi ripetuti osservati nella popolazione umana. Possono essere inclusi motivi ripetuti parziali o 


imperfetti in alcuni alleli. 


+ Numero di differenti alleli osservati nella popolazione umana. L'analisi accurata di un locus in molti soggetti è un 
prerequisito per l’uso della tipizzazione del DNA nella pratica forense. 

# L'amelogenina è un gene presente nei cromosomi sessuali umani X e Y in cui ha dimensioni leggermente diverse. 
Per questo motivo viene utilizzata come identificatore del genere (per stabilire il sesso). 


altri casi, per stabilire la paternità con un elevatissimo 
grado di certezza. impatto di queste metodiche in me- 
dicina forense continuerà a crescere, man mano che le 
tecniche diventeranno sempre più sofisticate e che le 
banche dati si arricchiranno di nuovi DNA tipizzati. 


Data l’estrema sensibilità delle metodiche basate sulla 
PCR, la possibile contaminazione dei campioni rappresen- 
ta un problema serio. In molte applicazioni, compresi i test 
forensi effettuati anche su campioni di DNA molto vecchi, 
sono necessari i controlli per stabilire se il DNA amplifi- 
cato proviene dal ricercatore o da batteri contaminanti. 

Molti adattamenti specializzati della PCR hanno consi- 
derevolmente aumentato l’utilità di questa metodica. Per 
esempio, si possono amplificare sequenze RNA se nel pri- 
mo ciclo della PCR viene usata la trascrittasi inversa, un 
enzima cataliticamente simile alla DNA polimerasi (vedi la 
Figura 8.33a), ma che utilizza ’PRNA come stampo (Figura 
9.12). Dopo che dall’RNA stampo è stato prodotto un fila- 
mento di DNA, i cicli successivi possono utilizzare la DNA 
polimerasi, come nei protocolli standard della PCR. Questa 
PCR a trascrittasi inversa (RT-PC) può essere utile, per 
esempio, nell’identificazione di sequenze derivate da cel- 
lule viventi, che stanno trascrivendo il loro DNA in RNA 
a differenza dei tessuti morti. 

I protocolli della PCR possono anche essere resi quan- 
titativi per poter stimare il numero di copie di particola- 
ri sequenze all’interno di un campione. Questa metodo- 
logia viene chiamata PCR quantitativa o qPCR. Se una 


Con questa tecnica è stato possibile riaprire vecchi casi, 
rimasti irrisolti. Nel 1996 la tecnica del fingerprinting 
del DNA ha confermato l’identificazione delle ossa 
dell’ultimo zar di Russia e dei membri della sua fami- 
glia, assassinati nel 1918. 


sequenza di DNA si trova all’interno di un campione in 
quantitativi maggiori del solito, per esempio se certi geni 
vengono amplificati nelle cellule tumorali, la qPCR può 
rivelare questa alterata presenza della sequenza. In que- 
sto caso, la PCR viene effettuata con una sonda che emet- 
te un segnale fluorescente se è presente il prodotto della 
PCR (Figura 9.13). Se la sequenza di interesse è presente a 
livelli più elevati rispetto alle altre sequenze del campio- 
ne, il segnale della PCR raggiungerà più velocemente un 
determinato livello prefissato. La PCR a trascrittasi inver- 
sa e la PCR in tempo reale (real-time PCR) possono essere 
combinate per determinare le concentrazioni relative di 
una particolare molecola di RNA all’interno di una cellu- 
la in condizioni ambientali differenti. 

Infine, come avremo modo di vedere, la PCR ha facili- 
tato notevolmente anche lo sviluppo di nuove procedure 
molto efficienti di sequenziamento del DNA. 


SOMMARIO 9.1 
Lo studio dei geni e dei loro prodotti 

e Il clonaggio del DNA e l’ingegneria genetica utilizzano 
la rottura del DNA e l’assemblaggio dei frammenti di 
DNA in nuove combinazioni, il DNA ricombinante. 
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Figura 9.13 PCR quantitativa. La PCR può essere utilizzata in 
modo quantitativo attraverso l'attento monitoraggio del progredire 
dell'amplificazione in corso e determinando quando un segmento 
di DNA è stato amplificato a un preciso livello soglia. (a) La quantità 
di prodotto della PCR presente viene determinata misurando il 
livello di una sonda fluorescente attaccata a un oligonucleotide 
complementare al segmento di DNA che viene amplificato. La 
fluorescenza della sonda non è inizialmente identificabile per la 
presenza di una molecola che ne spegne il segnale legata allo stesso 
nucleotide a cui è unita la sonda fluorescente. Quando il nucleotide 
si accoppia con il suo nucleotide complementare presente in una 
delle copie del segmento di DNA amplificato, il fluoroforo viene 
separato dalla molecola che ne spegne il segnale e si ha un segnale 
fluorescente. (b) Con il procedere della reazione della PCR, la quantità 
del segmento di DNA bersaglio aumenta in modo esponenziale 

e anche il segnale fluorescente aumenta esponenzialmente 

come risultato dell'appaiamento delle sonde oligonucleotidiche 
alle sequenze dei segmenti amplificati. Dopo molti cicli di PCR, il 
segnale raggiunge un plateau quando uno o più componenti della 
miscela di reazione sono stati esauriti. Se un segmento è presente 

in quantitativi molto più grandi in un campione rispetto a un altro, 
la sua amplificazione raggiungerà un determinato livello soglia 
prefissato molto più rapidamente. La linea “nessuno stampo” che 
tende leggermente ad aumentare rappresenta il segnale di fondo 
misurato in un campione di controllo a cui non è stato aggiunto del 
DNA campione (stampo) al suo interno. CT indica il numero del ciclo in 
cui la soglia viene oltrepassata per la prima volta. 
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e Il clonaggio implica: il taglio del DNA in frammenti 
mediante enzimi; la selezione e possibilmente la mo- 
dificazione di un frammento di interesse; l'inserimento 
del frammento di DNA in un vettore; il trasferimento 
del vettore con l’inserto di DNA in una cellula ospite 
per la replicazione; l’identificazione e la selezione delle 
cellule che contengono il frammento di DNA. 

e Gli enzimi chiave nel clonaggio sono le endonucleasi 
(specialmente enzimi di tipo II) e la DNA ligasi. 

e I vettori di clonaggio sono i plasmidi e, per inserti di 
DNA più lunghi, i cromosomi artificiali batterici (BAC) 
e i cromosomi artificiali di lievito (YAC). 

e Le tecniche di ingegneria genetica manipolano le cellu- 
le per esprimere e/o modificare i geni clonati. 

e Alcune proteine o alcuni peptidi possono essere le- 
gati a una proteina di interesse, alterando il suo gene 
clonato e creando una proteina di fusione. I segmenti 
peptidici addizionali possono essere utilizzati per indi- 
viduare la proteina, o per purificarla, attraverso la cro- 
matografia per affinità. 

e La reazione a catena della polimerasi (PCR) permette 
l'amplificazione di segmenti scelti e selezionati di DNA 
o di RNA per poterli studiare in modo più dettagliato o 
per il loro clonaggio. 


Utilizzo dei metodi basati sul DNA 
per comprendere la funzione 
delle proteine 


La funzione proteica può essere descritta a tre livelli. La 
funzione fenotipica descrive gli effetti di una protei- 
na sull’intero organismo. Per esempio, la mancanza di 
una proteina potrebbe provocare una crescita rallentata 
dell’organismo, un alterato modello di sviluppo o addi- 
rittura la morte. La funzione cellulare è una descrizio- 
ne della rete di interazioni presenti fra le proteine a livel- 
lo cellulare. Le identificazioni delle interazioni con altre 
proteine nella cellula possono aiutare a definire il tipo di 
processi metabolici a cui la proteina partecipa. Infine la 
funzione molecolare si riferisce a una precisa attività 
biochimica di una proteina, come la reazione che un en- 
zima catalizza o le molecole che un recettore può legare. I 
tentativi effettuati per comprendere le funzioni delle mi- 
gliaia di proteine poco o per nulla caratterizzate all’inter- 
no di una normale cellula hanno favorito lo sviluppo di 
una grandissima varietà di tecniche. I metodi che si basa- 
no sul DNA possono fornire un contributo molto impor- 
tante a tutti e tre i livelli. 


e  Lelibrerie di DNA sono raccolte specializzate 
di informazioni genetiche 

Una libreria di DNA è un insieme di cloni di DNA, raccol- 
ti per il sequenziamento del genoma, per l’identificazione 
di nuovi di geni o per la determinazione della funzione di 
un gene o di una proteina. La libreria può presentarsi sot- 
to forme diverse, in relazione all’origine del DNA e allo sco- 
po finale della libreria. La più grande è la libreria genomi- 
ca, prodotta quando un genoma completo di un particola- 
re organismo viene tagliato in migliaia di frammenti. Tutti 
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i frammenti vengono poi clonati mediante l’inserimento di 
ciascun frammento in un vettore di clonaggio. Ciò crea una 
miscela complessa di vettori ricombinanti, ciascuno dei qua- 
li ha un diverso frammento clonato. La prima tappa nella 
preparazione di una libreria genomica è la digestione par- 
ziale del DNA mediante endonucleasi di restrizione, così 
che ogni data sequenza da determinare possa comparire 
in frammenti di varie dimensioni, limitate in un intervallo 
compatibile con il vettore di clonaggio. Ciò assicura che pra- 
ticamente tutte le sequenze siano rappresentate nei cloni 
della libreria. I frammenti con dimensioni troppo grandi o 
troppo piccole per essere clonati vengono rimossi median- 
te centrifugazione o elettroforesi. Il vettore di clonaggio, un 
plasmide BAC o YAC, viene tagliato con la stessa endonu- 
cleasi di restrizione utilizzata per digerire il DNA e viene 
legato ai frammenti di DNA genomico. La miscela di DNA 
ricombinati viene poi utilizzata per trasformare cellule di 
batteri o di lievito per produrre una libreria di tipi cellula- 
ri, ognuno dei quali ospita una diversa molecola di DNA ri- 
combinante. Teoricamente, il DNA dell’intero genoma do- 
vrebbe essere rappresentato nella libreria. Ogni cellula bat- 
terica o di lievito trasformata cresce formando una colonia, 
un “clone”, di cellule identiche, tutte contenenti lo stesso 
plasmide ricombinante, uno dei tanti presenti nella libreria. 

I tentativi per definire la funzione di un gene o di una 
proteina possono sfruttare le informazioni presenti nelle li- 
brerie più specializzate. Un esempio è quello di una libreria 
che comprende solo quelle sequenze di DNA che vengono 
espresse, cioè che vengono trascritte in RNA, in un determi- 
nato organismo o anche solamente tipo di cellula o tessuto. 
Questo genere di libreria non contiene il DNA non codifi- 
cante, che rappresenta una porzione molto vasta di moltissi- 
mi genomi eucariotici. Per prima cosa viene estratto l'mRNA 
da un organismo o da uno specifico tipo di cellule, quindi 
vengono preparati i DNA complementari (cDNA). Que- 
sta reazione a tappe, mostrata nella Figura 9.14, utilizza una 
trascrittasi inversa che catalizza la sintesi del DNA da uno 
stampo di RNA. I frammenti di DNA a doppia elica che si 
formano vengono inseriti in un vettore appropriato, crean- 
do in tal modo una popolazione di cloni chiamata libreria 
di cDNA. La comparsa di un gene per una particolare pro- 
teina in questa libreria significa che, nelle condizioni utiliz- 
zate per generare la libreria, quel gene è espresso nella cel- 
lula o nel tessuto o nell'organismo di partenza. 


e  Lerelazionitra le sequenze o le strutture forniscono 
informazioni sulla funzione delle proteine 

Con le sequenze di molti genomi si possono generare ban- 
che dati che permettono di dedurre le possibili funzioni 
dei geni mediante un confronto tra genomi diversi, un pro- 
getto che va sotto il nome di genomica comparata. Alcu- 
ne volte un gene appena scoperto mostra omologie di se- 
quenza con un gene già studiato in un’altra specie; quindi 
la sua funzione può essere dedotta interamente o parzial- 
mente. I geni presenti in specie diverse che mostrano re- 
lazioni strutturali e funzionali sono detti ortologhi. I ge- 
ni correlati in modo simile ma presenti nella stessa specie 
sono detti paraloghi. Se la funzione di un gene è stata ca- 
ratterizzata in una specie, questa informazione può esse- 
re utilizzata, almeno in parte, per assegnare una funzione 
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Figura 9.14 Costruzione di una libreria di CONA a partire 
dall’mRNA. L'MRNA totale di una cellula contiene i trascritti di 
migliaia di geni e i CONA prodotti in corrispondenza sono eterogenei. 
La trascrittasi inversa può sintetizzare DNA da uno stampo di RNA 

o di DNA (vedi la Figura 26.32). Per iniziare la sintesi diun secondo 
filamento di DNA, vengono legati gli oligonucleotidi di una sequenza 
nota all'estremità 3'del primo filamento e il CONA a doppio filamento 
così prodotto viene poi clonato in un plasmide. 


genica all’ortologo trovato nella seconda specie. La corre- 
lazione è più facile quando si confrontano genomi di spe- 
cie correlate, come topo e uomo, anche se molti geni orto- 
loghi sono stati identificati in specie distanti tra loro, co- 
me batteri e uomo. Alcune volte persino l'ordine dei geni 
su un cromosoma è conservato su grandi segmenti dei ge- 
nomi di specie strettamente correlate (Figura 9.15). L’or- 
dine conservato dei geni, detto sintenia, fornisce una evi- 
denza ulteriore di una relazione ortologa fra geni in identi- 
che localizzazioni all’interno di segmenti tra loro correlati. 
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Figura 9.15 Sintenia nei genomi di topo e di uomo. Grandi 
segmenti dei genomi di topo e di uomo hanno geni strettamente 
correlati allineati nello stesso ordine sui cromosomi, una relazione 
detta sintenia. Il diagramma mostra segmenti del cromosoma 

9 umano e del cromosoma 2 di topo. | geni in questi segmenti 
presentano un'alta omologia e lo stesso ordine. Le differenti grafie 
per i nomi dei geni riflettono le diverse convenzioni di nomenclatura 
nelle due specie. 


In alternativa, all’interno di una proteina possono esse- 
re identificate sequenze tipiche di particolari motivi strut- 
turali (Capitolo 4). La presenza di un motivo strutturale 
può aiutare a definire la funzione molecolare suggeren- 
do, per esempio, che una certa proteina catalizzi l’idrolisi 
di AT si leghi al DNA oppure formi dei complessi con io- 
ni zinco. Queste relazioni sono identificate con l’aiuto di 
programmi informatici molto sofisticati, limitati soltanto 
dalla disponibilità di informazioni sperimentali su un ge- 
ne e sulla struttura proteica e dalla nostra capacità di cor- 
relare sequenze a particolari motivi strutturali. 


(a) f (b) 


(c) 


Ventrale 


Figura 9.16 La proteina fluorescente verde (GFP). (a) La 
proteina GFP (PDB ID 1GFL), derivata dalla medusa Aequorea 
victoria, ha una struttura a barile f. Il fluoroforo (mostrato nel 
modello tridimenzionale) è localizzato nel centro della molecola. 
(b) Sono ora disponibili varianti di GFP in quasi ogni colorazione 
dello spettro visibile. (c) Una proteina di fusione GLR1-GFP emette 
una fluorescenza verde chiaro nel verme nematode Caenorhabditis 
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e Le proteine di fusione e l'immunofluorescenza possono 

far localizzare le proteine all’interno delle cellule 
Un indizio importante per l’identificazione della funzio- 
ne di un prodotto genico proviene spesso dalla determina- 
zione della sua localizzazione all’interno della cellula. Per 
esempio, una proteina ritrovata esclusivamente nel nu- 
cleo potrebbe essere coinvolta in processi che sono tipici 
di questo organello, come la trascrizione, la replicazione o 
la condensazione della cromatina. I ricercatori molto spes- 
so ingegnerizzano le proteine di fusione allo scopo di loca- 
lizzare una proteina all’interno di una cellula o di un orga- 
nismo. Alcune delle fusioni più utilizzate sfruttano l’unio- 
ne di marcatori proteici, che permettono al ricercatore di 
determinare la localizzazione attraverso la visualizzazione 
diretta o tramite immunofluorescenza. 

Un marcatore particolarmente utile è la proteina fluo- 
rescente verde (GFP). Un gene bersaglio (quello che co- 
difica la proteina di interesse) viene fuso al gene della GFP 
generando un prodotto proteico (proteina di fusione) alta- 
mente fluorescente (che emette luce) quando viene espo- 
sto alla luce blu; questo costrutto può essere facilmente vi- 
sualizzato in modo diretto all’interno di una cellula viven- 
te. La GFP è una proteina derivata dalla medusa Aequorea 
victoria (vedi il Box 12.3, Figura 1), che ha una struttura a 
barile B, con un fluoroforo (la componente fluorescente 
della proteina) al centro della molecola (Figura 9.16a). La 
fluorescenza deriva dal riarrangiamento e dall’ossidazione 
di alcuni residui amminoacidici. Poiché la reazione è au- 
tocatalitica, non richiede altre proteine o cofattori ma so- 
lamente ossigeno molecolare (vedi il Box 12.3, Figura 3). 
La proteina GFP viene facilmente clonata in forma attiva 


Dorsale 


elegans (a sinistra). La GLR1 è un recettore del glutammato del tessuto 
nervoso. (Le goccioline di grasso autofluorescenti hanno una falsa 
colorazione violetta). Le membrane delle cellule di £. coli (a destra) 
sono colorate con un tracciante fluorescente di colore rosso. Queste 
cellule stanno esprimendo una proteina fusa alla GFP che si lega a 

un plasmide endogeno. | punti verdi indicano la localizzazione dei 
plasmidi. 
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in quasi tutti i tipi di cellule. Bastano poche molecole del- 
la proteina per poterla identificare con un microscopio, e 
diventa così possibile studiare la sua localizzazione e i suoi 
spostamenti all’interno della cellula. Tramite l’ingegne- 
ria proteica accoppiata all’isolamento delle altre proteine 
fluorescenti correlate alla GFP presenti in vari tipi di ce- 
lenterati marini, si è potuta ottenere un’ampia gamma di 
questi marcatori proteici in grado di emettere luce di di- 
verso colore (Figura 9.16b) e proprietà (per esempio, bril- 
lantezza e stabilità differenti). Con questa tecnologia, per 
esempio, la proteina GLR1 (un recettore del glutamma- 
to presente nel tessuto nervoso) è stata visualizzata come 
proteina di fusione GLR1-GFP nel nematode Caenorhab- 
ditis elegans (Figura 9.16c). 

In molti casi, la visualizzazione della proteina di fusio- 
ne con la GFP in una cellula vivente non è possibile o non 
è praticabile. La proteina di fusione con la GFP può essere 
inattiva o non essere espressa a livelli sufficienti per per- 
mettere la sua visualizzazione. In questi casi, l’immuno- 
fluorescenza costituisce un metodo alternativo per la vi- 
sualizzazione della proteina endogena (non alterata). Que- 
sta metodica richiede la fissazione (e quindi la morte) del- 
la cellula. La proteina di interesse talvolta è espressa come 
una proteina di fusione associata a un epitopo etichetta, 
che è una corta sequenza proteica che viene riconosciuta 
da un anticorpo monoclonale ben caratterizzato e disponi- 
bile in commercio. A questo anticorpo sono legate molecole 
fluorescenti (fluorocromi). Più spesso la proteina bersaglio 
non viene alterata ed è riconosciuta direttamente da un an- 
ticorpo altamente specifico. Viene poi aggiunto un secon- 
do anticorpo, che ha il fluorocromo attaccato e che si lega 
in modo specifico al primo anticorpo (Figura 9.17a). Una 
variante a questa metodologia di visualizzazione indiretta 
è costituita dall'attacco di molecole di biotina al primo an- 
ticorpo, seguito dall’aggiunta di molecole di streptavidina 


(a) 


Anticorpo secondario 


Anticorpo primario». 
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Proteina — 
di interesse 


Figura 9.17 Immunofluorescenza indiretta. (a) La proteina 

di interesse è legata a un anticorpo primario, poi viene aggiunto 

un anticorpo secondario. Questo secondo anticorpo, con uno 

o più gruppi fluorescenti attaccati, si lega al primo anticorpo. 
All'anticorpo primario si possono legare molti anticorpi secondari, 
amplificando il segnale. Se la proteina di interesse è localizzata 
all'interno della cellula, la cellula viene fissata e permeabilizzata, e 

i due anticorpi vengono poi aggiunti in successione. (b) Il risultato 
finale è un'immagine in cui punti luminosi indicano la localizzazione 
della proteina o delle proteine di interesse all'interno della cellula. 


DNA polimerasi £ 
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(una proteina batterica molto simile all’avidina, una protei- 
na che si lega molto fortemente e con elevatissima affinità 
alla biotina; vedi la Tabella 5.1) unita a fluorocromi. L’in- 
terazione tra la biotina e la streptavidina è una delle inte- 
razioni più forti e specifiche conosciute e la possibilità di 
aggiungere un fluorocromo, uno per ogni proteina bersa- 
glio, rende questo metodo molto sensibile. 

Si possono costruire librerie di CONA altamente spe- 
cializzate (Figura 9.14) clonando i cDNA o i frammenti di 
cDNA in vettori che fondono ciascuna sequenza di CONA 
con la sequenza di un marcatore chiamato gene reporter. Il 
gene fuso viene molto spesso chiamato costrutto reporter. 
Per esempio, tutti i geni presenti nella libreria possono esse- 
re fusi al gene della GFP (Figura 9.18). Ciascuna cellula nel- 
la libreria esprime uno di questi geni fusi. La localizzazio- 
ne cellulare del prodotto di ogni gene rappresentato nella 
libreria verrà rivelata come una zona luminosa all’interno 
della cellula in cui viene espresso il gene fuso in livelli suf- 
ficienti, assumendo però che il gene mantenga anche do- 
po la trasformazione la normale funzione e localizzazione. 


e  L'identificazione delle interazioni proteina-proteina 

può contribuire a definire la funzione delle proteine 
Un altro sistema utile a chiarire la funzione di una deter- 
minata proteina è la determinazione dei suoi partner di 
legame. Nel caso delle interazioni proteina-proteina, l’as- 
sociazione di una proteina di cui non si conosce la funzio- 
ne con una a funzione nota può fornire informazioni sui 
“motivi dell’associazione”. Per raggiungere questo obietti- 
vo sono disponibili numerose tecniche. 


Purificazione di complessi proteici Con la costruzione di 
librerie di cDNA in cui ciascun gene è fuso con un epitopo 
marcatore, i ricercatori possono precipitare il prodotto pro- 
teico di un gene formando complessi con un anticorpo che 


(b) 


Sovrapposizione 


di DNA polimerasi £ 


PCNA BrdU 


e PCONA 


Le immagini mostrano un nucleo di un fibroblasto umano colorato 

in successione con anticorpi ed etichette fluorescenti per la DNA 
polimerasi e, per la PONA (una proteina accessoria della polimerasi 
molto importante) e per la bromo-deossiuridina (BrdU), un analogo 
nucleotidico. La BrdU, aggiunta in forma di un breve impulso, 
identifica le regioni che sono soggette ad attiva replicazione del DNA. 
Le distribuzioni delle colorazioni mostrano che la DNA polimerasi £ e 
la PCNA colocalizzano con le regioni di attiva sintesi del DNA. Una di 
queste regioni è visibile nel riquadro bianco. 
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Figura 9.18 Librerie specializzate di DNA. Il clonaggio di un 
cDNA vicino al gene GFP crea un costrutto reporter. La trascrizione 
procede lungo il gene di interesse (il cDNA inserito) e il gene reporter 
(che qui è il GFP). L'MRNA trascritto viene poi espresso come proteina 
di fusione. La parte GFP della proteina è visibile con un microscopio 
a fluorescenza. Nonostante sia mostrato nella figura solamente un 
esempio, migliaia di geni possono essere fusi a GFP in costrutti simili 
e immagazzinati in librerie in cui ogni cellula o organismo presente 
esprime una diversa proteina fusa alla GFP. Se la proteina di fusione 

è adeguatamente espressa, si può determinare la sua localizzazione 
all'interno della cellula o dell'organismo. La fotografia mostra un verme 
nematode che contiene una proteina di fusione GFP espressa solo in 
quattro neuroni del tatto disposti lungo tutto il corpo. 


lega l’epitopo, un procedimento definito immunoprecipi- 
tazione (Figura 9.19). Se la proteina marcata viene espres- 
sa nella cellula, le altre proteine che eventualmente intera- 
giscono con la proteina marcata coimmunoprecipitano con 
essa. Fidentificazione delle proteine coimmunoprecipitate 
rivela le interazioni proteina-proteina della proteina mar- 
cata. Esistono molte varianti di questa tecnica. Per esem- 
pio, un estratto grezzo di cellule che esprimono una protei- 
na marcata viene aggiunto a una colonna che contiene un 
anticorpo immobilizzato (per una descrizione della croma- 
tografia per affinità vedi la Figura 3.17c). La proteina mar- 
cata si lega all’anticorpo, ma anche le proteine che intera- 
giscono con la proteina marcata possono essere trattenute 
sulla colonna. Il legame tra la proteina e l’epitopo viene poi 
scisso da una speciale proteasi, e il complesso proteico viene 
eluito dalla colonna e analizzato. Queste metodiche posso- 
no essere usate per definire le complesse reti di interazioni 
all’interno di una cellula. In linea di principio, l'approccio 
cromatografico può essere impiegato per analizzare le inte- 
razioni proteina-proteina con ogni tipo di proteina marcata 
(coda di His, GST, ecc.) che possa essere immobilizzata su 
un appropriato supporto cromatografico. 

La selettività di questo approccio è stata incrementata 
dalle marcature doppie per la purificazione per affini- 
tà (TAP). Due etichette consecutive vengono fuse con una 
proteina bersaglio e la proteina di fusione viene poi espres- 
sa in una cellula (Figura 9.20). La prima etichetta è la pro- 
teina A, una proteina presente sulla superficie del batterio 
Staphylococcus aureus che lega saldamente le immunoglo- 
buline G (IgG) di mammifero. La seconda etichetta è spes- 
so un peptide che lega la calmodulina. Un estratto grezzo 
contenente la proteina di fusione marcata con TAP viene 
fatto passare attraverso una matrice cromatografica con at- 
taccati anticorpi IgG che legano la proteina A. La maggior 
parte delle proteine cellulari che non si sono legate viene 
rimossa dalla colonna, mentre le proteine che all’interno 
della cellula solitamente interagiscono con la proteina ber- 
saglio vengono trattenute. La prima marcatura viene quin- 
di eliminata dalla proteina di fusione mediante l’utilizzo di 
una proteasi specifica, la proteasi TEV. La proteina di fusio- 
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Figura 9.19 Utilizzo dell’epitopo etichetta per lo studio delle 
interazioni proteina-proteina. Il gene di interesse viene clonato 
dopo un gene per un epitopo etichetta, e la proteina di fusione 
risultante viene precipitata mediante anticorpi diretti contro 
l'epitopo. Tutte le altre proteine che interagiscono con la proteina 
con l'etichetta precipitano, contribuendo quindi a chiarire le 
interazioni proteina-proteina. 


ne così accorciata, insieme a tutte le proteine associate a es- 
sa in modo non covalente, viene eluita dalla colonna. L’e- 
luente viene quindi trasferito su una seconda colonna con- 
tenente una matrice con calmodulina immobilizzata, che 
legherà la seconda etichetta. Le proteine che si legano de- 
bolmente verranno rimosse, come in precedenza, dalla co- 
lonna. Dopo che anche la seconda marcatura è stata elimi- 
nata, la proteina bersaglio viene eluita dalla colonna insie- 
me alle proteine a essa associate. Le due tappe di purifica- 
zione consecutive eliminano ogni sorta di contaminante che 
si lega in modo debole. I falsi positivi vengono così ridotti 
drasticamente, e le interazioni tra le proteine che perman- 
gono in entrambe le tappe sono con molta probabilità fun- 
zionalmente significative. 


Analisi del doppio ibrido di lievito Un sofisticato ap- 
proccio genetico per definire l'interazione proteina-pro- 
teina è basato sulle proprietà della proteina Gal4 (Gal4p; 
vedi la Figura 28.30), che attiva la trascrizione dei geni 
GAL del lievito (i geni che codificano gli enzimi del meta- 
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Figura 9.20 Marcature doppie per la purificazione per affinità 
(TAP). Una proteina marcata con TAP e le proteine a essa associate 
vengono isolate tramite due purificazioni per affinità in successione, 
come descritto nel testo. 


Le proteine legate debolmente 
eluiscono. 


La proteina bersaglio eluisce 
dopo l’aggiunta di un eccesso di 
calmodulina. 


0 cnr proteici eluiti 


bolismo del galattosio). La Gal4p è composta da due do- 
mini, uno che lega una specifica sequenza di DNA e un 
altro che attiva ’PRNA polimerasi promuovendo la sintesi 
dell’mRNA a partire da un gene reporter adiacente. I do- 
mini di Gal4p sono stabili quando sono separati, ma l’at- 
tivazione dell'RNA polimerasi richiede l’interazione del- 
la polimerasi stessa con il dominio di attivazione, che a 
sua volta deve essere posizionato dal dominio di legame 
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al DNA. Quindi, i due domini devono essere uniti per fun- 
zionare correttamente. 

Nell’analisi del doppio ibrido di lievito, le regioni dei 
geni che codificano le proteine da analizzare vengono fu- 
se con il gene del lievito che codifica sia il dominio di lega- 
me al DNA sia il dominio di attivazione di Gal4p; una vol- 
ta espressi, i risultanti geni produrranno una serie di pro- 
teine di fusione (Figura 9.21). Se una proteina fusa col do- 
minio di legame al DNA interagisce con una proteina fusa 
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Figura 9.21 Analisi secondo il sistema del doppio ibrido di 
lievito. (a) L'obiettivo è quello di tenere legati insieme il dominio 

di legame del DNA e il dominio di attivazione della proteina Gal4 
(Gal4p) mediante l'interazione di due proteine, X e Y, a cui l'uno o 
l'altro dominio è fuso. L'interazione è accompagnata dall'espressione 
del gene reporter. (b) Le due fusioni geniche sono realizzate in due 
diversi ceppi di lievito, che vengono poi mescolati. La miscela viene 
poi fatta crescere in un mezzo in cui il lievito non può sopravvivere 
se il gene reporter non è espresso. Quindi, in tutte le colonie che 
sopravvivono sono presenti coppie di proteine di fusione che hanno 
interagito. Il sequenziamento delle proteine di fusione nelle cellule 
sopravvissute dimostrerà quali sono le proteine che hanno interagito. 
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col dominio di attivazione, la trascrizione verrà attivata. Il 
gene reporter trascritto in seguito all’attivazione di solito 
produce una proteina necessaria per la crescita o un enzi- 
ma in grado di catalizzare una reazione che genera un pro- 
dotto colorato. Quindi, se le cellule crescono in un terreno 
appropriato e contengono la coppia di proteine capaci di 
interagire tra loro, esse possono essere facilmente identifi- 
cate. Una libreria può essere messa a punto utilizzando un 
particolare ceppo di lievito in cui ogni cellula presente nel- 
la libreria ha un gene fuso con il gene del dominio Gal4p 
che lega il DNA, e molti di questi geni sono presenti nella 
libreria. In un secondo ceppo di lievito un gene di interes- 
se viene fuso al gene del dominio attivatore di Gal4p. I due 
ceppi vengono accoppiati, e le singole cellule diploidi ven- 
gono fatte crescere per originare colonie. Le uniche cellule 
che cresceranno nel terreno selettivo, o che produrranno 
il giusto colore, saranno quelle in cui il gene di interesse si 
sta legando al suo partner, permettendo la trascrizione del 
gene reporter. È così possibile effettuare uno screening su 
larga scala delle proteine cellulari che interagiscono con la 
proteina bersaglio. La proteina fusa al dominio di legame 
al DNA di Gal4p presente in una particolare colonia può 
essere facilmente identificata tramite il sequenziamento 
del DNA del gene che codifica la proteina di fusione. Alcu- 
ni risultati possono rivelarsi falsi positivi a causa della for- 
mazione di complessi multiproteici. 

Queste tecniche per la determinazione della localizza- 
zione cellulare e delle interazioni molecolari rendono di- 
sponibili importanti informazioni sulle funzioni delle pro- 
teine, ma non sostituiscono la biochimica classica. Esse, 
semplicemente, permettono ai ricercatori di familiarizzare 
rapidamente con nuove problematiche biologiche. Quan- 
do vengono affiancate agli strumenti della biochimica e 
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della biologia molecolare che si stanno simultaneamente 
evolvendo, le tecniche qui descritte rendono più veloci i 
tempi di scoperta di nuove proteine, nuovi meccanismi e 
nuovi processi biologici. 


e |DNAmicroarray rivelano l'espressione dell'RNA 
e forniscono anche altre informazioni 

Importanti perfezionamenti della tecnologia di produ- 
zione delle librerie di DNA, della PCR e dell’ibridazione 
hanno contribuito allo sviluppo del DNA microarray, 
che permette l’analisi rapida e simultanea di molte mi- 
gliaia di geni. Segmenti di DNA di geni conosciuti, lunghi 
da qualche decina fino a centinaia di nucleotidi, vengo- 
no amplificati con la tecnica della PCR. Apparecchiature 
robotizzate sono poi in grado di depositare con la massi- 
ma accuratezza nanolitri della soluzione di DNA su una 
superficie solida. Si possono depositare fino a un milio- 
ne di queste microgocce su una superficie preallestita di 
pochi centimetri quadrati. Ciascuna delle migliaia di zo- 
ne in cui vengono deposte le gocce contiene quindi le se- 
quenze derivate da un particolare gene. Una strategia al- 
ternativa e sempre più comunemente utilizzata consiste 
nel sintetizzare il DNA direttamente sulla superficie so- 
lida, per mezzo della fotolitografia (Figura 9.22). L’array 
che ne risulta, spesso definito anche chip in analogia con 
i circuiti integrati, può comprendere sequenze deriva- 
te da ciascun gene del genoma di un batterio o di un lie- 
vito, o da famiglie di geni selezionate da un genoma più 
grande. Una volta completata la costruzione, il microar- 
ray viene fatto interagire con sonde di mRNA o di cDNA 
ottenute da un particolare tipo cellulare o da una coltu- 
ra cellulare, in modo da identificare i geni che vengono 
espressi dalle cellule. 
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Un microarray può fornire un’istantanea di tutti i geni 
presenti in un organismo, ma espressi in un dato momen- 
to durante lo sviluppo dell’organismo o in un particolare 
insieme di condizioni ambientali. Per esempio, l'mRNA to- 
tale viene isolato da cellule a due stadi diversi di differen- 
ziamento, viene convertito in cDNA con la trascrittasi in- 
versa e marcato con composti fluorescenti legati a deossi- 
ribonucleotidi. Si possono utilizzare dei marcatori fluore- 
scenti di diverso colore per marcare, per esempio, un cam- 
pione di cDNA in rosso e l’altro in verde (Figura 9.23). Il 
cDNA dei due campioni viene mescolato e utilizzato come 
sonda nel DNA microarray. Ciascun DNA si può ibridare e 
quindi associare solamente a quella zona del microarray 
corrispondente al gene che codifica l'mRNA che ha dato 
origine a quel cDNA. Le goccioline con una fluorescenza 
verde contengono mRNA più abbondante in una fase del- 
lo sviluppo; quelle con una fluorescenza rossa rappresen- 
tano invece delle sequenze geniche che sono più abbon- 
danti in un’altra fase dello sviluppo. Se un gene produce 
mRNA ugualmente rappresentato nelle due fasi dello svi- 
luppo, la fluorescenza che ne risulta sarà gialla. Usando 
miscele dei due campioni per misurare la quantità rela- 
tiva invece della quantità assoluta di sequenze, il metodo 
consente di correggere gli eventuali errori nella quantità 
di DNA originariamente presente in ogni deposizione sulla 
griglia e altre differenze che si possono osservare tra goc- 
cia e goccia nel microarray. Le macchie fluorescenti ven- 
gono a costituire una specie di istantanea dei geni espressi 
nelle cellule al momento del loro prelievo: un’espressione 
genica esaminata su scala genomica. Per un gene di fun- 
zione sconosciuta, stabilire il tempo e le condizioni in cui 
viene espresso può essere importante per determinare il 
suo ruolo nella cellula. Queste tecnologie rivelano anche 


Figura 9.22 Fotolitografia per preparare un DNA microarray. 
@ Un computer viene programmato con le sequenze 
oligonucleotidiche desiderate. @ I gruppi reattivi, attaccati a una 
superficie solida, vengono inizialmente resi inattivi per mezzo di 
gruppi bloccanti fotoattivi, che vengono rimossi da un lampo di 
luce. Una lastra opaca blocca la luce su alcune aree della superficie, 
impedendone l'attivazione. Altre aree (o zone) sono invece esposte 
e attivate. ® Una soluzione contenente un nucleotide attivato (per 
esempio A*) viene deposta sulla superficie. Il gruppo ossidrilico 5’ 
del nucleotide viene bloccato per evitare reazioni indesiderate, e 

il nucleotide si lega ai gruppi di superficie delle zone appropriate 
tramite il suo gruppo ossidrilico 3’. La superficie viene lavata in 
successione con soluzioni contenenti ciascuno dei rimanenti 
nucleotidi (G*, C*, T*). I gruppi bloccanti il 5'su ciascun nucleotide 
limitano le reazioni all'aggiunta di un nucleotide per volta, e questi 
gruppi possono anche essere rimossi dalla luce. Una volta che 
ciascuna zona ha un nucleotide, si può aggiungere un secondo 
nucleotide per allungare l'oligonucleotide che si sta formando, 
utilizzando appropriate lastre schermanti selettive e lampi di luce 
al fine di assicurare il legame del nucleotide giusto nella corretta 
sequenza in ogni zona della superficie. Il processo continua fino a 
che le sequenze desiderate non saranno costruite su ciascuna delle 
migliaia di zone presenti nel DNA microarray. 
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l’espressione di molti tipi di RNA specializzati quali i mi- 
croRNA (miRNA; Capitolo 26) e dei piccoli RNA di inter- 
ferenza (siRNA; Capitolo 28). 

Pesempio di applicazione di questa tecnica, mostrato 
nella Figura 9.24, illustra gli straordinari risultati che si pos- 
sono ottenere con questa metodica. Segmenti di ognuno 
degli oltre 6500 geni del genoma di lievito ormai comple- 
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Figura 9.23 Un esperimento con un DNA microarray. Un 
microarray può essere preparato a partire da una qualsiasi 
sequenza nota di DNA, appartenente a qualsiasi fonte. Una volta 
che il DNA si è attaccato a una superficie solida, si aggiunge la 
sonda al microarray, cioè acidi nucleici marcati con composti 
fluorescenti. | campioni di mRNA sono stati raccolti da cellule di una 
rana a due diversi stadi di sviluppo. 
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Figura 9.24 Immagine ingrandita di un DNA microarray. 
Ciascuna macchia contiene DNA derivato da uno dei circa 6500 geni 
del genoma di lievito (S. cerevisiae). Tutti i geni sono rappresentati 
nel chip. Il microarray è stato analizzato con acidi nucleici resi 
fluorescenti derivati dagli mRNA estratti da cellule cresciute 
normalmente in coltura (verdi) e da cellule cinque ore dopo che 
queste hanno cominciato a formare le spore (rosse). Le macchie verdi 
rappresentano i geni espressi a livelli elevati durante la crescita, le 
macchie rosse i geni espressi ad alti livelli durante la sporulazione. 
L'immagine è ingrandita; le dimensioni del microarray normalmente 
sono di 1,8 X 1,8 cm. 


tamente sequenziato sono stati separati e amplificati tra- 
mite la PCR. Ciascun segmento è stato depositato secondo 
una successione ben precisa, per creare un microarray. In 
un certo senso, il microarray è un'immagine dell’intero ge- 
noma del lievito in un determinato insieme di condizioni. 


SOMMARIO 9.2 
Utilizzo dei metodi basati sul DNA per 
comprendere la funzione delle proteine 

e Le proteine possono essere studiate a livello di funzio- 
ne fenotipica, cellulare o molecolare. 

e Le librerie di DNA possono essere il preludio a molti 
tipi di ricerche che forniscono informazioni sulla fun- 
zione delle proteine. 

e Unendo un gene di interesse con geni che codificano 
la proteina fluorescente verde o gli epitopi etichetta, i 
ricercatori possono visualizzare la localizzazione cellu- 
lare del prodotto del gene, sia direttamente sia tramite 
l’immunofluorescenza. 

e Le interazioni di una proteina con altre proteine o RNA 
possono essere studiate con gli epitopi etichetta e l’im- 
munoprecipitazione o la cromatografia per affinità. 

e L'analisi con il doppio ibrido di lievito marca le intera- 
zioni molecolari in vivo. 

e I microarray possono rivelare gli schemi di geni che 
cambiano in risposta a stimoli cellulari, stadi di svilup- 
po o condizioni ambientali. 
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La genomica e la storia 
degli esseri umani 


I metodi di sequenziamento del DNA che abbiamo descrit- 
to nel Capitolo 8 hanno condotto, negli anni ’90, alle pri- 
me sequenze genomiche com- 
plete di specie batteriche. Nel 
2001 sono state poi riconosciu- 
te due sequenze complete del 
genoma umano. Una di queste 
è stata ottenuta, utilizzando fi- 
nanziamenti pubblici, grazie al 
lavoro prima di James Watson 
e poi di Francis Collins. Ana- 
loghi risultati sono stati rag- 
giunti, utilizzando risorse pri- 
vate, con gli studi di Craig Ven- 
ter. Queste imprese hanno ri- 
chiesto oltre dieci anni di lavo- 
ro molto intenso e coordinato 
in decine di laboratori in tut- 
to il mondo, ma questo è stato 
soltanto l’inizio. Le banche dati 
delle sequenze di DNA conten- 
gono ora le sequenze genomi- 
che complete di migliaia di or- 
ganismi di tutti i tipi. Abbiamo 
solamente cominciato ad attin- 
gere a questa vastissima fonte 
di informazioni. 


Francis S. Collins 


J. Craig Venter 


e metodi di sequenziamento del DNA di nuova generazione 
hanno favorito il sequenziamento genomico 

Le tecnologie di sequenziamento del DNA continuano a 
evolversi. Un genoma umano completo ora può essere se- 
quenziato in uno o due giorni, mentre un genoma batteri- 
co è identificabile in poche ore. Il giorno in cui la sequenza 
genomica personale potrà normalmente costituire il pro- 
filo medico di ciascun individuo non è poi molto lontano 
(Box 9.2). Questi passi in avanti sono stati resi possibili da 
una vasta gamma di metodiche molto efficienti, a cui a vol- 
te si fa riferimento con l’espressione sequenziamento “di 
nuova generazione”. La strategia di sequenziamento in al- 
cuni casi è simile a quella utilizzata nel metodo di Sanger 
descritto nel Capitolo 8, mentre altre volte è abbastanza 
differente. Le innovazioni hanno permesso la miniaturiz- 
zazione delle procedure, una vasta gamma di impieghi e 
una corrispondente diminuzione dei costi. 

Una sequenza genomica viene generata in diverse tap- 
pe. Primo, le sequenze genomiche vengono rotte in pun- 
ti casuali per produrre frammenti che siano lunghi poche 
centinaia di basi. Alle estremità di tutti i frammenti ven- 
gono poi legati oligonucleotidi sintetici, generando così un 
punto di riferimento noto per ciascuna molecola di DNA. 
I singoli frammenti vengono poi immobilizzati su una su- 
perficie solida e ciascuno di essi viene amplificato utiliz- 
zando la PCR (Figura 9.12). La superficie solida è parte di 
un canale che permette alle soluzioni di scorrere al di so- 
pra dei campioni. Il risultato è una superficie solida di ap- 
pena pochi centimetri, con milioni di aggregati di DNA, 
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Box 9.2 £ [I 


Medicina genomica personalizzata 


Quando nacquero, in California, i gemelli Noah e 
Alexis Beery mostrarono sintomi che indussero a for- 
mulare la diagnosi di paralisi cerebrale. I trattamenti 
a cui vennero sottoposti sembrarono non avere effetti. 
I genitori, Joe e Retta, non soddisfatti dalla diagnosi 
e dal trattamento terapeutico, portarono i gemelli, 
che ormai avevano raggiunto i 5 anni di età, da uno 
specialista in Michigan. Questi diagnosticò una rara 
malattia genetica chiamata distonia DOPA-sensibile. 
Venne quindi ideato e messo in pratica un regime di 
trattamento che soppresse con successo i sintomi e per- 
mise ai gemelli di condurre una vita normale. All'età 
di 12 anni, però, Alexis sviluppò una tosse molto forte 
e difficoltà respiratorie che ancora una volta sembra- 
vano mettere in forte dubbio la sopravvivenza della 
bambina. Durante un attacco, il personale parame- 
dico dovette rianimarla per ben due volte. La sinto- 
matologia non sembrava però correlata alla distonia. 
Poteva Noah essere il prossimo? I genitori dei gemelli, 
delusi e seriamente preoccupati, richiesero la sequenza 
genomica completa di Noah e di Alexis. Questa ini- 
ziativa apparentemente inusuale era invece una cosa 
naturale per un membro della famiglia Beery. Joe era 
infatti il responsabile dell’area informatica del Life 
Technologies, che sviluppa tecnologie per il sequenzia- 
mento utilizzate da molti grandi centri di sequenzia- 
mento del DNA. I casi di Noah e Alexis vennero affidati 
a Matthew Bainbridge e ai suoi collaboratori al Baylor 
College of Medicine Human Genome Sequencing 
Center a Houston, in Texas. I risultati furono decisivi. 
I gemelli avevano mutazioni nei loro genomi che pro- 
ducevano non solo una carenza di DOPA ma anche 
una potenziale carenza nella produzione dell'ormone 
serotonina. È bastato un piccolo aggiustamento nella 
terapia di Alexis perché i sintomi che mettevano in 
pericolo la sua vita cessassero. La stessa terapia venne 
poi somministrata anche a suo fratello. Entrambi i ge- 
melli ora conducono vite normali. 

La prima stesura della sequenza del genoma umano è 
stata completata nel 2001, dopo 12 anni di lavoro, con 
un costo di 3 miliardi di dollari. Quel costo è poi preci- 
pitato (Figura 1), e genomi umani completi sono ormai 
all’ordine del giorno. L’obiettivo del genoma umano a 
1000 dollari è ormai all'orizzonte e promette di ren- 
dere questa tecnologia largamente disponibile. Poiché 
si pensa che la maggior parte dei cambiamenti genomici 
che hanno effetti sulla salute degli esseri umani avvenga 
nei geni che codificano le proteine (una supposizione 
che potrà essere messa in dubbio negli anni a venire), 
un'alternativa più economica è quella di sequenziare 


ciascuno dei quali contiene molte copie di una singola se- 
quenza di DNA derivata in modo casuale da una regio- 
ne del DNA genomico. L'efficienza deriva dal sequenzia- 
mento contemporaneo di tutti questi milioni di aggrega- 
ti e dalla raccolta informatica di tutti i dati provenienti da 
ciascun aggregato. 
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Figura 1 Dal gennaio 2008 il costo del sequenziamento del 
genoma umano sta diminuendo più velocemente dei costi del 
processamento informatico dei dati da parte dei computer (legge 
di Moore). 


1% del genoma che contiene le regioni codificanti 
(esoni) dei geni, o esoma. 

Quella prima sequenza di genoma umano proveniva da 
un genoma aploide derivante da una miscela di DNA 
di diversi individui. Il completamento, nel 2004, di una 
sequenza di elevata qualità stabilì che quella fosse la se- 
quenza di riferimento del genoma umano. Sequenze suc- 
cessive e complete del genoma umano, molte delle quali 
provenivano da genomi diploidi, dimostrarono quante 
variazioni genetiche individuali esistessero tra gli esseri 
umani. Un qualsiasi essere umano, confrontato con la 
sequenza di riferimento, ha circa 3 milioni di SNP (di cui 
i1 60% circa è eterozigote, presente cioè solamente su uno 
dei due cromosomi) e altre poche centinaia di migliaia di 
differenze sotto forma di piccole inserzioni, delezioni 0 
cambiamenti nei numeri delle copie ripetute. Solamente 
una piccola porzione (da 5000 a 10 000) degli SNP ha 
effetti sulle sequenze amminoacidiche delle proteine 
codificate dai geni. 

Questa complessità suggerisce che, almeno a breve ter- 
mine, una diagnosi corretta di una patologia effettuata 
in base al sequenziamento dell'intero genoma sia ancora 
un'eccezione piuttosto che la regola. Alcune discipline, 
però, stanno avanzando tanto rapidamente quanto la 
genomica degli esseri umani. Il numero delle storie 
a lieto fine sta aumentando molto rapidamente man 
mano che la tecnologia diventa maggiormente disponi- 
bile e la capacità dell’analisi del genoma di riconoscere 
le modificazioni coinvolte nelle problematiche geneti- 
che tende a migliorare. 


Due sequenziatori di nuova generazione ampiamen- 
te utilizzati sfruttano strategie differenti per compiere le 
reazioni di sequenziamento. Uno di questi, il sequenziato- 
re 454 (i numeri si riferiscono a un codice impiegato nella 
fase di sviluppo di questa tecnologia e non hanno alcun 
significato scientifico), utilizza una strategia chiamata pi- 
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rosequenziamento, in cui l'aggiunta dei nucleotidi viene 
rilevata per mezzo di lampi di luce (Figura 9.25). I quat- 
tro deossinucleosidi trifosfato (inalterati) vengono spinti 
contro la superficie di reazione uno alla volta in sequenza 
ripetuta. La soluzione nucleotidica viene trattenuta sul- 
la superficie abbastanza a lungo da permettere alla po- 
limerasi di aggiungere il nucleotide a ciascun aggregato 
con una base complementare nella sua sequenza stam- 
po. Il nucleotide in eccesso viene rapidamente distrutto 
dall’enzima apirasi prima che venga aggiunto il nucleo- 
tide successivo. Quando uno specifico nucleotide viene 
aggiunto con successo ai filamenti di un aggregato, viene 
rilasciato pirofosfato come prodotto collaterale. Un altro 
enzima presente nella soluzione che bagna la superficie 
solida è la solforilasi, che converte il pirofosfato in ATP. 
La comparsa dell’ATP è quindi il segnale che un nu- 
cleotide è stato aggiunto al DNA. Nel mezzo sono presen- 
ti anche l'enzima luciferasi e una molecola del suo sub- 
strato, la luciferina (la luciferasi è l’enzima che produce i 
lampi di luce caratteristici delle lucciole; vedi il Box 13.1). 
Quando viene generato ATP la luciferasi catalizza una rea- 
zione con la luciferina e produce un piccolissimo lampo di 
luce. Se all’interno di un aggregato avvengono molti lampi 
di luce, la luce emessa può essere registrata in un’immagi- 
ne che viene acquisita. Per esempio, quando alla soluzio- 
ne viene aggiunto il ACTP i lampi avverranno solamente a 
livello degli aggregati in cui è presente G nello stampo e C 
è il nucleotide successivo che deve essere aggiunto alla 
catena di DNA che sta crescendo. Se nel filamento stam- 
po è presente una stringa di 2, 3 o 4 residui di G, a ogni ci- 
clo uno stesso numero di residui di C verrà aggiunto al fi- 


Figura 9.25 Pirosequenziamento di nuova generazione. 

(a) Il pirosequenziamento utilizza gli enzimi solforilasi (vedi la 

Figura 22.15) e luciferasi (vedi il Box 13.1) per identificare l'aggiunta 
dei nucleotidi tramite lampi di luce. Il grafico mostra le intensità 

della luce osservate durante i cicli successivi di sequenziamento di 
un frammento di DNA immobilizzato in una determinata zona di 

una piastra picotiter (piastra con molteplici pozzetti) e (in alto) la 
sequenza nucleotidica del DNA da esso derivata. (b) Un'immagine di 
una parte molto piccola di un ciclo di una corsa di sequenziamento 
del 454. Ogni segmento singolo di DNA che deve essere sequenziato 
viene attaccato a una sferetta molto piccola in grado di catturarlo e 
in seguito viene amplificato direttamente sulla microsferetta tramite 
PCR. Ciascuna sferetta è posta in un piccolo pozzetto (di circa 29 pm) 
della piastra picotiter ed è immersa in un’emulsione. La reazione 
della luciferina e dell'ATP con la luciferasi produce dei lampi di luce 
nel momento in cui un nucleotide viene aggiunto a un particolare 
aggregato di DNA in un determinato pozzetto. | circoletti rossi 
rappresentano lo stesso aggregato dopo molti cicli. In questo caso, la 
lettura del circoletto in alto (o in basso) da sinistra a destra in ogni riga 
fornisce la sequenza di quell'aggregato. 


dNTP aggiunti 


cerchiati 


A G T Cc A G T Cc A G 
AGGTCGTTCAG: | 
___CAGTTCAG: 


L’incorporazione doppia di ANTP ha come risultato 
un lampo di luce due volte più brillante 
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lamento che sta crescendo. Ciò viene registrato come un 
“lampo” a livello di quell’aggregato che sarà 2, 3 0 4 vol- 
te maggiore rispetto a quando viene aggiunto solamente 
un residuo di C. Allo stesso modo, quando viene aggiunto 
il AGTP, i lampi avvengono a livello degli aggregati, mar- 
candoli come aggregati in cui G è il prossimo nucleotide 
che verrà aggiunto alla sequenza. La lunghezza del DNA 
che può essere sequenziato con questa tecnica in modo at- 
tendibile all’interno di un singolo aggregato, definita lun- 
ghezza di lettura o semplicemente “lettura”, era all’inizio 
del 2012 compresa tra i 400 e i 500 nucleotidi, ma è in co- 
stante aumento. 

Il metodo alternativo è il sequenziatore Illumina, che 
utilizza una tecnica conosciuta come sequenziamento a 
terminatore reversibile (Figura 9.26). Viene aggiunto uno 
speciale primer di sequenziamento in modo che sia com- 
plementare agli oligonucleotidi di sequenza conosciuta 
che sono stati legati alle estremità dei frammenti di DNA 
in ciascun aggregato (come descritto in precedenza). Ven- 
gono aggiunti, inoltre, i nucleotidi terminatori marcati in 
modo fluorescente e la polimerasi. La polimerasi aggiun- 
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ge il nucleotide appropriato ai filamenti in ciascun aggre- 
gato, e ogni tipo di nucleotide (A, T, G o C) è portatore di 
un'etichetta fluorescente diversa. Questi nucleotidi termi- 
natori hanno gruppi bloccanti attaccati alle estremità 3’ 
che permettono solamente un’aggiunta nucleotidica per 
ogni filamento. Dopodiché, i laser eccitano tutte le etichet- 
te fluorescenti e un'immagine dell’intera superficie rivela 
il colore (e quindi l’identità della base) aggiunto a ogni ag- 
gregato. Il sequenziamento procede per gradi. Con questa 
tecnica, le lunghezze lette sono più corte, solitamente da 
100 a 200 nucleotidi per aggregato. 

Queste tecnologie sono moderni approcci al sequen- 
ziamento genomico che, talvolta, sono chiamati sequen- 
ziamento a “colpo di fucile”. Per generare ciascun insie- 
me di frammenti, vengono tagliate molte copie del DNA 
genomico. In questo modo un piccolo segmento del geno- 
ma può essere presente in decine o anche in centinaia di 
aggregati sequenziati. Non vi è, però, alcun punto di riferi- 
mento all’interno di un singolo frammento per poter dire 
da quale punto del genoma esso provenga. La traduzione 
delle sequenze di questi milioni di frammenti in una se- 
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(c) Figura 9.26 Sequenziamento a terminatore reversibile di nuova generazione. (a) Il metodo 


del terminatore reversibile per il sequenziamento utilizza etichette (sonde) fluorescenti per 
identificare i nucleotidi. | gruppi bloccanti presenti su ciascun nucleotide marcato evitano che a 
ogni ciclo si aggiunga più di un nucleotide. (b) Sei cicli successivi ottenuti da una porzione molto 
piccola di una corsa di sequenziamento Illumina. Ogni zona colorata rappresenta la localizzazione di 
un oligonucleotide di DNA immobilizzato e fissato alla superficie della cella di flusso. Gli aggregati 
cerchiati rappresentano la stessa zona sulla superficie dopo cicli successivi e forniscono le sequenze 
indicate. | dati vengono registrati in modo automatico e analizzati in modo digitale. (c) Una classica 
cella di flusso utilizzata dal sequenziatore di nuova generazione. In ciascuno dei suoi otto canali 
possono essere sequenziati simultaneamente milioni di frammenti di DNA. 
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Figura 9.27 Ordinamento delle sequenze. In una sequenza 
genomica, ogni coppia di basi del genoma solitamente è presente in 
molti, spesso decine di frammenti sequenziati, che vengono definiti 
letture. Nella figura è mostrata una piccola parte della sequenza di 
una nuova variante di E. coli, con le letture prodotte dal sequenziatore 
454.1 numeri in alto rappresentano le posizioni nel genoma della 
coppia di basi relativamente a uno “0” definito in modo del tutto 
arbitrario. Tutte le sequenze derivano da un contig particolare 
indicato con il numero 356. Le letture sono rappresentate da frecce 
orizzontali, contraddistinte da identificativi assegnati dal computer 
che sono elencati sulla sinistra. | segmenti del filamento di DNA 
vengono sequenziati in modo casuale, con le sequenze ottenute da 
un filamento (in direzione 5'—3/ da sinistra a destra) rappresentate da 
frecce piene e le sequenze ottenute dall'altro filamento (in direzione 
5'—3/ da destra a sinistra) rappresentate da linee tratteggiate. 


quenza genomica richiede l’allineamento computerizzato 
delle sequenze dei frammenti che si sovrappongono (Fi- 
gura 9.27). Le sovrapposizioni permettono al computer di 
seguire la sequenza all’interno di un cromosoma passando 
da un frammento all’altro. Ciò permette l’organizzazione 
di lunghe sequenze contigue chiamate contig (contigui). 
In un esercizio di sequenziamento genomico di successo, 
molti contig possono essere estesi per milioni di coppie di 
basi. Per colmare le inevitabili interruzioni e per trattare 
le sequenze ripetute sono necessarie ulteriori strategie. 


e Ilgenomaumano contiene i geni e molti altri tipi 

di sequenze 
Nuovi e molto più efficienti metodi di sequenziamento 
del DNA hanno portato a una vera e propria esplosione di 
nuove sequenze genomiche. Queste sequenze sono conser- 
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RILRRIZZA: 


Le ultime sequenze sono state inserite automaticamente quando 
sono state riportate nella banca dati complessiva. Il grafico in 

alto è una misura della qualità della sequenza. La barra verde più 
larga indica le sequenze che sono state ottenute un numero di 

volte sufficiente da generare un'elevata affidabilità dei risultati. 

Gli avvallamenti nella linea del grafico indicano quante volte una 
data coppia di basi compare nella lettura sequenziata. La barra blu 
verticale rappresenta una parte della sequenza che è evidenziata 
nella linea della sequenza nella parte inferiore della figura. 

Il rapporto statistico SNP (inserto) è un elenco di posizioni in cui i 
polimorfismi di singoli nucleotidi sembrano essere presenti in alcune 
delle letture. Gli SNP putativi vengono spesso verificati da ulteriori 
sequenziamenti. Essi sono indicati all'interno delle letture da segni 
costituiti da sottili barre verticali blu, all'interno delle linee orizzontali 
di ciascuna lettura. 


vate e rese disponibili in una vasta gamma di banche dati 
liberamente accessibili. Una buona via di ingresso a queste 
risorse è rappresentata dal National Center for Biotechno- 
logy Information (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov). L'analisi 
di questa quantità sempre maggiore di informazioni geno- 
miche è ancora in corso. Che cosa ci dicono il nostro geno- 
ma e il suo confronto con quello di altri organismi? 

In effetti non siamo poi così complicati come si rite- 
neva un tempo. L'idea, ormai vecchia più di un decennio, 
che gli uomini possedessero circa 100 000 geni nelle circa 
3,2 X 10° bp del genoma umano è stata soppiantata dalla 
scoperta che abbiamo solo circa 25 000 geni che codifica- 
no proteine. Questo numero è meno di due volte più eleva- 
to di quello dei geni di un moscerino della frutta (13 600) e 
non molto superiore a quello del verme nematode (20 000), 
ma inferiore a quello di una pianta di riso (38 000). 
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Figura 9.28 Introni ed esoni. Questo trascritto genico contiene 
cinque esoni e quattro introni, insieme a regioni non tradotte in 5‘ 
e in 3'(5'UTR e 3'UTR). Lo splicing rimuove gli introni per creare un 
prodotto di mRNA maturo per la sua traduzione in una proteina. 


Sotto altri aspetti siamo però più complicati di quanto 
avessimo ipotizzato in precedenza. Lo studio della strut- 
tura del cromosoma eucariotico e delle sequenze del ge- 
noma ha rivelato che molti, se non la maggior parte, dei 
geni eucariotici contengono uno o più segmenti interpo- 
sti che non codificano la sequenza amminoacidica del 
prodotto polipeptidico. Questi inserti non tradotti inter- 
rompono l’altrimenti lineare correlazione tra la sequen- 
za nucleotidica del gene e la sequenza amminoacidica 
del polipeptide codificato. Questi segmenti non tradotti 
di DNA vengono chiamati sequenze interposte o intro- 
ni, mentre le sequenze codificanti sono chiamate esoni 
(Figura 9.28). Solo pochi geni batterici contengono intro- 
ni. Gli introni vengono rimossi dal trascritto primario di 
RNA e gli esoni vengono uniti per generare un trascrit- 
to che possa essere tradotto con continuità in un prodot- 
to proteico (vedi il Capitolo 26). Spesso, ma non sempre, 
un esone codifica un singolo dominio di una proteina più 
grande, costituita da molti domini. Modalità alternative 
dell'espressione genica e dello splicing dell’RNA permet- 
tono la produzione di diverse combinazioni di esoni, por- 
tando alla formazione di più di una proteina a partire da 
un singolo gene. Gli esseri umani hanno in comune molti 
tipi di domini proteici con le piante, i vermi e le mosche, 
ma noi utilizziamo questi domini all’interno di disposi- 
zioni molto più complesse e quindi generiamo proteine 
molto più complesse. 

Nei mammiferi e in alcuni altri eucarioti, il gene tipico 
ha, in proporzione, molto più DNA intronico che esonico. 
Nella maggior parte dei casi, la funzione degli introni non 
è chiara. Solamente il 5% circa del DNA umano è DNA 
esonico o “codificante”, che porta con sé l'informazione 
per la sintesi dei prodotti proteici (Figura 9.29a). Quando 
gli introni, anche molto più grandi, vengono però inclusi 
nel conteggio, fino al 30% del genoma umano è costituito 
da geni. Sono attualmente in corso molti tentativi per ca- 
talogare i geni che codificano le proteine in base alla fun- 
zione (Figura 9.29b). 

La relativa esiguità dei geni presenti nel genoma uma- 
no lascia una grande parte del DNA non spiegato. Molto 
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(a) Il genoma umano: tipi di sequenze del DNA 
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Figura 9.29 Un'immagine del genoma umano. 

(a) La rappresentazione “a torta” del grafico mostra le proporzioni 
dei diversi tipi di sequenze presenti all’interno del nostro genoma. 
| trasposoni, compresi i SINE e i LINE, sono descritti nei Capitoli 25 
e 26. (b) | geni che codificano le proteine presenti nel genoma 
umano (circa 25 000) possono essere classificati in base al tipo di 
proteina codificata. 


del DNA per così dire non genico è presente in forma di 
sequenze ripetute di diverso genere. Ancora più sorpren- 
dente è, forse, apprendere che circa la metà del genoma 
umano è costituita da sequenze moderatamente ripetu- 
te derivate da elementi trasponibili, cioè da segmenti di 
DNA che vanno da poche centinaia a diverse migliaia di 
coppie di basi di lunghezza, che possono muoversi da una 
localizzazione a un’altra all’interno del genoma. Scoper- 
ti originariamente nel grano da Barbara McClintock, gli 
elementi trasponibili, o trasposoni, sono una sorta di pa- 
rassiti molecolari. Essi sono presenti nei genomi di quasi 
tutti gli organismi. Molti trasposoni contengono geni che 
codificano le proteine che catalizzano lo stesso movimen- 
to di trasposizione, come descritto più dettagliatamente 
nei Capitoli 25 e 26. Nel genoma umano esistono molte 
classi di trasposoni; alcune sono attive, ma la maggior par- 
te sono inattive, resti evolutivi alterati dalle mutazioni. 
Una volta che sono stati considerati i geni che codifi- 
cano le proteine (compresi gli esoni e gli introni) e i tra- 
sposoni, rimane solamente circa il 25% del DNA umano 
totale. La porzione maggiore di questo DNA rimanente è 
costituita da sequenze uniche riscontrate tra i geni che co- 
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dificano le proteine. Come vedremo nel Capitolo 26, tutti 
questi segmenti di DNA vengono praticamente trascritti in 
RNA in almeno qualche cellula umana. Si stanno identifi- 
cando molto rapidamente nuove classi di RNA funziona- 
li, codificati da geni la cui esistenza era precedentemente 
sconosciuta. Molti geni che codificano gli RNA funzionali 
sono difficili da identificare per mezzo di metodi automa- 
tizzati, in particolare nei casi in cui gli RNA prodotti non 
sono ancora stati caratterizzati. I geni che codificano gli 
RNA rappresentano una caratteristica funzionale di que- 
ste regioni genomiche. 

Un altro 3% circa del genoma umano è costituito da 
sequenze altamente ripetitive, chiamate ripetizioni sem- 
plici di sequenza (SSR). Lunga generalmente meno di 
10 coppie di basi, una SSR viene talvolta ripetuta per mi- 
lioni di volte in una cellula e ha un’importanza funziona- 
le nel metabolismo cellulare dell’uomo. Gli esempi più 
importanti di DNA SSR sono presenti nei centromeri e 
nei telomeri (vedi il Capitolo 24). Le lunghe ripetizioni 
di sequenze semplici avvengono lungo tutto il genoma. 

Che cosa dicono queste informazioni sulle differenze 
fra un essere umano e l’altro? All’interno della popola- 
zione umana vi sono milioni di differenze di singole basi, 
dette polimorfismi di singoli nucleotidi o SNP (pro- 
nunciato “snip”). Ogni essere umano differisce dall’al- 
tro in media per circa 1 bp ogni 1000 bp. Molte di queste 
differenze sono sotto forma di SNP, ma troviamo anche 
un’ampia tipologia di delezioni più grandi, inserzioni e 
piccoli rimaneggiamenti. Da queste piccole differenze 
genetiche deriva la diversità umana, che tutti noi possia- 
mo osservare nelle differenze nel colore dei capelli, nel- 
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la forma degli occhi, nelle allergie ai farmaci, nel nume- 
ro di piede e persino (fino a che punto non è noto) nel 
comportamento. 

Il processo della ricombinazione genica e della segre- 
gazione cromosomica durante la meiosi tende a mischiare 
e a far combaciare queste piccole variazioni genetiche in 
modo che vengano ereditate delle combinazioni differenti 
dei geni (vedi il Capitolo 25). Quando due di queste varia- 
zioni genetiche sono su cromosomi differenti, le variazioni 
particolari che possono essere ereditate da un determina- 
to individuo sono dovute semplicemente al caso. Se le va- 
riazioni genetiche sono sullo stesso cromosoma, la proba- 
bilità che esse vengano ereditate insieme è una funzione 
inversa della distanza che intercorre tra di loro. Gruppi di 
SNP e altre differenze genetiche che sono molto vicine sul- 
lo stesso cromosoma raramente vengono influenzati dalla 
ricombinazione e, solitamente, vengono ereditati insieme. 
Questi gruppi sono noti come aplotipi, che diventano co- 
sì i marcatori di alcune popolazioni umane o di alcuni in- 
dividui all’interno di una popolazione. 

Per la definizione di un aplotipo bisogna procedere a 
tappe. Per prima cosa, si devono identificare le posizio- 
ni che contengono gli SNP nella popolazione umana in 
campioni di DNA genomico provenienti da molti indivi- 
dui (Figura 9.30a). Ciascun SNP deve essere separato da 
quello successivo da molte migliaia di coppie di basi. Poi, 
gli SNP relativamente vicini gli uni agli altri su un cromo- 
soma, quindi ereditati insieme, vengono considerati aplo- 
tipi (Figura 9.30b). Ogni aplotipo è costituito da particola- 
ri basi presenti nelle varie posizioni degli SNP in uno spe- 
cifico aplotipo. Infine, vengono scelti gli SNP con specifi- 


(a) SNP SNP SNP SNP 
Migliaia di coppie | Migliaia di coppie | Migliaia di coppie 
di basi di basi di basi 
Cromosoma A pira pica pra 


Individuo 1 AACACGCCA...TTCGGGGTC...AGTCGACCG... 
Individuo 2 AACACGCCA...TTCGAGGTC...AGTCAACCG... 
Individuo 3 AACATGCCA...TTCGGGGTC...AGTCAACCG... 
Individuo 4 AACACGCCA...TTCGGGGTC...AGTCGACCG... 


(b) Aplotipi 


Aplotipo 


Aplotipo 1 C--T--C--A--A--A--G- 
Aplotipo 2 T--T--G--A--T--T--G- 
Aplotipo 3 C--C--C--G--A--T--C- 
4 T--C--G--A--T--T--C- 
(c) SNP marcati È b 


Figura 9.30 Identificazione dell’aplotipo. (a) | polimorfismi di 
singoli nucleotidi (SNP), o posizioni nel genoma umano in cui la 
sequenza varia da un individuo a un altro, vengono identificati in 
campioni genomici e (b) gruppi di SNP relativamente vicini gli uni 
agli altri su un cromosoma (all'interno di poche decine o centinaia di 
coppie di basi) fanno parte di un aplotipo. Gli SNP varieranno nella 
popolazione umana globale come nei quattro ipotetici individui 
mostrati nelle parti (a) e (b). Gli SNP scelti per definire un aplotipo 
sono però spesso gli stessi nella maggior parte degli individui di una 
particolare popolazione. (c) Gli SNP che definiscono un aplotipo (SNP 


lea 


con etichetta) possono essere utilizzati per semplificare il processo di 
identificazione di un aplotipo di un individuo (per sequenziamento 
di 3 SNP definiti anziché di tutti e 20). Se gli SNP marcati mostrati 

in rosso chiaro venissero sequenziati, i nucleotidi A, T e G presenti 
nelle tre posizioni successive dell'SNP marcato potrebbero essere 
caratteristici di una popolazione nativa di una località del Nord 
Europa, mentre i nucleotidi G, T e C presenti nelle stesse tre posizioni 
genomiche potrebbero caratterizzare una popolazione asiatica. Per 
tracciare le migrazioni degli uomini preistorici dall'Africa vengono 
utilizzati molti aplotipi di questo tipo (vedi la Figura 9.35). 
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che etichette, un sottoinsieme di SNP che definisce l’intero 
aplotipo, per identificare in modo univoco ciascun aploti- 
po (Figura 9.30c). Dal sequenziamento delle sole posizio- 
ni marcate nei campioni genomici delle popolazioni uma- 
ne, i ricercatori sono in grado di identificare quali aplotipi 
sono presenti in ciascun individuo. Nel genoma mitocon- 
driale (che, essendo ereditato esclusivamente per via ma- 
terna, non va mai incontro a ricombinazione meiotica) e 
sul cromosoma Y maschile (di cui solamente il 3% è omo- 
logo al cromosoma X e quindi soggetto a ricombinazione) 
esistono aplotipi particolarmente stabili. 


e Ilsequenziamento del genoma ci informa 

sulla natura umana 
Uno degli scopi primari della maggior parte dei progetti 
di sequenziamento del genoma è quello di identificare gli 
elementi genetici conservati con un significato funziona- 
le, come le sequenze esoniche, le regioni regolatrici e al- 
tre caratteristiche genomiche quali i telomeri e i centro- 
meri. Un importante scopo del sequenziamento del geno- 
ma umano è anche l’identificazione delle differenze tra il 
nostro genoma e quello degli altri organismi. Nonostante 
il genoma umano sia strettamente correlato ai genomi di 
altri mammiferi a livello di grandi porzioni di ciascun cro- 
mosoma, anche piccole differenze percentuali su miliar- 
di di coppie di basi generano milioni di alterazioni geneti- 
che. Lo studio di queste differenze, utilizzando tecniche di 
genomica comparativa può rivelare le basi molecolari del- 
le malattie genetiche umane e può aiutare a identificare 
i geni, le alterazioni geniche e le altre peculiarità genomi- 
che dell’uomo che possono aiutare a spiegare alcune delle 
caratteristiche della specie umana come il nostro grande 
cervello, la capacità di linguaggio, l’abilità nel costruire at- 
trezzi o il bipedalismo. 

Le sequenze genomiche degli organismi a noi biologi- 
camente più vicini, come gli scimpanzé e i bonobo, offro- 
no alcuni indizi importanti e possono illustrare il proces- 
so comparativo. Gli esseri umani e gli scimpanzé hanno in 
comune un progenitore ancestrale vissuto circa 7 milio- 
ni di anni fa. Le differenze genomiche tra le due specie si 
dividono in due tipologie: i cambiamenti di coppie di ba- 
si (SNP) e molti tipi di riarrangiamenti genomici più am- 
pi. Gli SNP nelle regioni che codificano le proteine han- 
no spesso come risultato la sostituzione di amminoacidi 
che possono essere sfruttati per la ricostruzione di un al- 
bero filogenetico (Figura 9.31a). I segmenti dei cromoso- 
mi possono invertirsi nel corso dell’evoluzione. I processi 
che portano a queste inversioni sono complicati e rari, ma 
la linea evolutiva degli esseri umani, rispetto ad altri pri- 
mati, ha lunghi segmenti di DNA che risultano invertiti, a 
causa di questo processo, sui cromosomi 1, 12, 15, 16 e 18. 
Possono anche avvenire delle fusioni cromosomiche. Due 
cromosomi della linea evolutiva di altri primati sono stati 
fusi in un singolo cromosoma umano, il cromosoma 2 (Fi- 
gura 9.31b). La linea evolutiva umana ha quindi 23 cop- 
pie di cromosomi invece delle 24 coppie tipiche degli al- 
tri primati. Quando questa fusione è comparsa nella linea 
che ha portato agli esseri umani, deve aver rappresentato 
un’importante barriera all’incrociarsi con gli altri primati 
che non la avevano. 
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(a) Uomo Scimpanzé Bonobo 
535:N>S 265:A*T 
545:A>*T 267:A*V 
691:T>S 348:A*V 
83:D*N 
312:V>M 
(b) 
Uomo 
Cromosoma umano 2 
GIILILLE _ IMOGITILIZIO 
Scimpanzé 


Cromosoma 22 (OTIMIOICIICIO 


Cromosoma 2q 


Figura 9.31 Alterazioni genomiche nella linea evolutiva 

degli esseri umani. (a) Questo albero evolutivo dei primati è 

stato costruito in base alle sequenze che codificano il recettore del 
progesterone, che regola molti aspetti della riproduzione. Il gene che 
codifica questa proteina ha subito molte più alterazioni evolutive 
della maggior parte degli altri. Le sostituzioni amminoacidiche 
associate unicamente agli esseri umani, agli scimpanzé e ai 

bonobo sono elencate per numero di residuo a fianco di ciascuna 
ramificazione. (b) | geni sui cromosomi 2p e 2q degli scimpanzé sono 
omologhi a quelli presenti sul cromosoma umano 2; ciò implica che 
due cromosomi si sono fusi in uno solo a un certo punto della linea 
evolutiva che ha portato agli esseri umani. 


Se ignoriamo i trasposoni e i grandi riarrangiamenti 
cromosomici, i genomi noti dell’uomo e dello scimpanzé 
si differenziano, a livello di coppie di basi, solamente per 
11,23% (paragonato alla differenza dello 0,1% esistente tra 
un essere umano e l’altro). Se ignoriamo anche le variazio- 
ni a livello delle posizioni in cui è presente un noto poli- 
morfismo sia nella popolazione umana sia in quella degli 
scimpanzé (è difficile pensare che questi rappresentino 
un cambiamento evoluzionistico che definisca la specie), 
le differenze ammontano a circa 11,06%, o a circa 1 ogni 
100 coppie di basi. Questa piccola percentuale si traduce 
in oltre 30 milioni di cambiamenti di coppie di basi, alcuni 
dei quali influenzano la funzione delle proteine e la rego- 
lazione genica. I riarrangiamenti del genoma che aiutano 
a distinguere gli scimpanzé dagli esseri umani compren- 
dono 5 milioni di piccole inserzioni o delezioni che coin- 
volgono ciascuna poche coppie di basi, ma comprendono 
anche elevati numeri di inserzioni, delezioni, inversioni 
o duplicazioni che possono coinvolgere molte migliaia di 
coppie di basi. Se vengono incluse le inserzioni dei traspo- 
soni, che rappresentano la fonte principale della variazio- 
ne genomica, le differenze tra i genomi degli esseri uma- 
ni e degli scimpanzé aumentano fino a circa 90 milioni di 
coppie di basi, rappresentando un altro 3% di questi geno- 
mi. In effetti, ciascuna specie possiede segmenti di DNA, 
costituiti da 40 a 45 milioni di coppie di basi, strettamen- 
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te specifici di quel dato genoma, con inserzioni, duplica- 
zioni cromosomiche più grandi e altri riarrangiamenti che 
interessano più coppie di basi rispetto ai cambiamenti di 
un singolo nucleotide. Quindi, la differenza genomica to- 
tale tra gli scimpanzé e gli esseri umani ammonta a circa 
il 4% dei loro genomi. 

Stabilire quali siano le differenze genomiche correlate 
alle caratteristiche peculiari degli esseri umani è un com- 
pito scoraggiante. Se le due specie hanno in comune un 
progenitore ancestrale, supponendo poi che la velocità di 
evoluzione sia stata simile in entrambe le linee, metà dei 
cambiamenti rappresenta le modificazioni avvenute nel- 
la linea evolutiva degli scimpanzé e l’altra metà le modi- 
ficazioni avvenute nella linea evolutiva degli esseri uma- 
ni. Quando notate una differenza, in che modo si può sta- 
bilire quale variante fosse quella presente nel progenito- 
re ancestrale comune? Un modo è quello di confrontare 
entrambe le sequenze genomiche con quelle di organismi 
più meno correlati, che vengono definiti gruppi esterni. 
Considerate un locus X, in cui c'è una differenza tra i ge- 
nomi degli esseri umani e degli scimpanzé (Figura 9.32). 
La linea evolutiva dell’orangotango, un esterno al grup- 
po, divenne divergente da quella degli esseri umani e de- 
gli scimpanzé prima della comparsa del progenitore ance- 
strale comune all’uomo e allo scimpanzé. Se la sequenza 
presente sul locus X è identica negli orangotango e negli 


(a) 
Uomo Scimpanzé 
---ATTGC--- ---ATGGC--- 
Progenitore 
ancestrale? 
(b) Orangotango 
Uomo Scimpanzé (esterno al gruppo) 


{Gone Xxm E{Gonexm Eoone xD 


---ATGGC--- 


---ATTGC--- ---ATGGC--- 


Progenitore 
ancestrale 


=-- ATGGC --- 


Figura 9.32 Determinazione delle alterazioni delle sequenze 
tipiche di una linea ancestrale. (a) Sono state confrontate tra 
loro le sequenze provenienti dallo stesso ipotetico gene dell'uomo 
e dello scimpanzé. La sequenza di questo gene nel loro comune 
progenitore ancestrale non è nota. (b) Il genoma dell'orangotango 
è utilizzato come“ gruppo esterno” La sequenza del gene 
dell'orangotango è identica a quella del gene dello scimpanzé. 

Ciò significa che la mutazione cha ha causato l'insorgere delle 
differenze tra gli esseri umani e gli scimpanzé è avvenuta quasi 
certamente nella linea evolutiva che ha portato ai moderni esseri 
umani, e che il gene nel progenitore ancestrale comune agli uomini 
e agli scimpanzé (e agli orangotango) aveva la sequenza ora 
ritrovata negli scimpanzé. 
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scimpanzé, questa sequenza era probabilmente già pre- 
sente anche nel progenitore comune all’uomo e allo scim- 
panzé, e la sequenza identificata negli esseri umani è spe- 
cifica della linea evolutiva dell’uomo. Le sequenze iden- 
tiche negli esseri umani e negli orangotango non possono 
quindi essere considerate specifiche per l’uomo. Limpor- 
tanza di un confronto del genoma umano con quello di 
gruppi esterni di organismi strettamente correlati ha por- 
tato a sequenziare i genomi di orangotango, macaco e di 
molte altre specie di primati. 

La ricerca di un riferimento genetico per alcune specia- 
li caratteristiche dell’uomo, come le nostre avanzate fun- 
zioni cerebrali, può avvalersi di due approcci complemen- 
tari. Il primo cerca di identificare regioni genomiche che 
mostrano cambiamenti estremi rispetto agli altri primati. 
Questi potrebbero comprendere molte duplicazioni geni- 
che o l'aggiunta di grandi segmenti genici non presenti ne- 
gli altri primati. Il secondo approccio prende in considera- 
zione geni conosciuti e coinvolti in condizioni caratteristi- 
che per gli esseri umani. Per esempio, per quanto riguarda 
le funzioni cerebrali, si potrebbero esaminare i geni che in 
seguito a mutazioni contribuiscono a patologie cognitive 0 
a problematiche mentali di altro tipo. 

Degno di nota è il fatto che le analisi della linea evoluti- 
va dell’uomo non hanno evidenziato un aumento dei cam- 
biamenti nei geni che codificano le proteine coinvolte nello 
sviluppo del cervello o nelle sue dimensioni. Nei primati, la 
maggior parte dei geni che funziona unicamente nel cervel- 
lo è anche più conservata rispetto ai geni che funzionano ne- 
gli altri tessuti. Sono state però osservate alcune differenze 
nell'espressione genica. Se si analizzano le variazioni nelle 
regioni del genoma correlate alla regolazione genica, si nota 
che i geni coinvolti nello sviluppo neurale e nella nutrizio- 
ne sono stati modificati maggiormente rispetto alla media. 
Alcune prove di un’evoluzione accelerata sono state fornite 
anche da diversi geni, la cui espressione è concentrata nel 
cervello, che codificano RNA (Figura 9.33). Le molte nuove 
classi di RNA che stanno venendo alla luce (vedi il Capitolo 
26) potrebbero cambiare radicalmente la nostra prospettiva 
sul modo in cui l'evoluzione altera i meccanismi dei sistemi 
viventi. È sempre più evidente che è più importante dove e 
quando i geni sono espressi, rispetto a quali. 


e La comparazione dei genomi aiuta a localizzare i geni 
coinvolti in una patologia 

Il Progetto Genoma Umano ha realizzato i suoi 

obiettivi accelerando la scoperta dei geni coinvol- 

ti nelle malattie genetiche: attualmente sono sta- 
te correlate a geni particolari oltre 1600 malattie genetiche 
nell’uomo. Il gene coinvolto in una condizione patologica 
viene identificato utilizzando un metodo chiamato anali- 
si di collegamento (linkage analysis) in relazione a poli- 
morfismi genetici molto ben caratterizzati che sono pre- 
senti nell'intero genoma umano. La ricerca spesso comin- 
cia con una o più grandi famiglie che comprendono diver- 
si individui affetti da una particolare patologia da diverse 
generazioni. Fapproccio più comune è fondamentalmente 
uno studio filogenetico (lo studio delle correlazioni evolu- 
tive tra gruppi di organismi), che è saldamente correlato 
a concetti derivati dalla biologia evoluzionistica. Possiamo 
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Locus HAR1F Î 


| | | 
AGACGITACAGCAACGTGTCAGCTGAAATGATGGGCGTAGACGCACGT 
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Figura 9.33 Evoluzione accelerata 

in alcuni geni umani. Il locus HAR1F 
specifica un RNA non codificante che 

è altamente conservato nei vertebrati. 
Negli esseri umani, il gene HAR1F mostra 
di avere un insolito numero di mutazioni 
(ombreggiate in rosa), che forniscono la 
prova di un'evoluzione accelerata. 


50 


Uomo 

Scimpanzé AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Gorilla AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Orangotango AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Macaco AGAAATTACAGCAATTTATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Topo AGAAATTACAGCAATTTATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Cane AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Mucca AGAAATTACAGCAATTCATCAGCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Ornitorinco ATAAATTACAGCAATTTATCAAATGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Opossum AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 
Pollo AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 


illustrarlo descrivendo la ricerca di un gene coinvolto nel- 
la malattia di Alzheimer. Negli Stati Uniti, circa il 10% di 
tutti i casi noti di questa patologia deriva da una predispo- 
sizione ereditaria. Si è scoperto che alcuni geni possono 
portare all’insorgenza precoce della malattia di Alzheimer 
in seguito a mutazioni. Uno di questi geni (PS1) codifica la 
proteina presenilina-1. Per la sua scoperta si è fatto uso 
dell'analisi di collegamento. 

Così come per gli aplotipi si considerano gli SNP vici- 
ni su un cromosoma, l’analisi di collegamento compren- 
de la ricerca di SNP che sono invece localizzati vicino a 
un gene di interesse. Negli studi di questo tipo, i ricerca- 
tori si focalizzano sulle famiglie affette da una patologia e 
in particolare quelle da cui si possano ottenere campioni 
di DNA da individui appartenenti a diverse generazioni. 
I campioni di DNA vengono raccolti sia dai membri della 
famiglia non affetti sia dai membri della famiglia che sof- 
frono della patologia in questione. Per prima cosa, i ricer- 
catori localizzano la regione associata alla malattia su uno 
specifico cromosoma utilizzando degli insiemi (chiamati 
pannelli) di localizzazioni genomiche, dove sono presenti 
in proporzioni significative nella popolazione umana SNP 
comuni o altre alterazioni geniche altrettanto note. Mol- 
ti, ma non tutti, gli esseri umani si differenzieranno nella 
sequenza genomica presente a livello di queste localizza- 
zioni. Utilizzando un pannello che comprenda diversi loci 
SNP ben caratterizzati e mappati su ciascun cromosoma, 
i ricercatori confrontano tra loro i genotipi degli individui 
che hanno o meno la malattia, ponendo una particolare 
attenzione sui membri della famiglia che hanno una pa- 
rentela molto stretta. La Figura 9.34 mostra due dei mol- 
ti alberi genealogici di famiglie utilizzati per cercare que- 
sto gene per la malattia di Alzheimer all’inizio degli anni 
790. Mediante questo tipo di alberi genealogici, i ricercato- 
ri cercano particolari varianti negli SNP ereditate con ca- 
ratteristiche analoghe o simili a quelle del gene che causa 
la condizione patologica. Il gene responsabile può essere 
gradualmente localizzato in un singolo cromosoma nel ca- 
so in cui l’ereditarietà di particolari varianti SNP su quel 
cromosoma siano strettamente correlate all’ereditarietà 
della condizione patologica. La localizzazione più preci- 
sa del gene che causa la malattia su un cromosoma si ba- 
sa su metodologie statistiche per correlare l’ereditarietà 
di ulteriori polimorfismi spazialmente più ravvicinati con 
la comparsa della patologia, focalizzandosi su un pannel- 
lo di polimorfismi più denso noto per essere presente sul 
cromosoma di interesse. Più un marcatore è localizzato 


vicino al gene responsabile di una patologia, più è facile 
che esso venga ereditato insieme a quel gene. Questo pro- 
cesso può indicare una regione del cromosoma che con- 
tiene il gene. In questo esempio della malattia di Alzhei- 
mer, l’analisi di collegamento ha indicato che il gene che 
causa la malattia è localizzato vicino al locus SNP chiama- 
to D14S43 (Figura 9.34c). 

Le tappe finali della ricerca del gene che causa una ma- 
lattia utilizzano nuovamente le banche dati del genoma 
umano. La regione locale contenente il gene viene esami- 
nata e i geni al suo interno vengono identificati. Viene se- 
quenziato il DNA di questa regione proveniente da molti 
individui, sani o portatori della malattia. In base al numero 
crescente di soggetti analizzati, questo procedimento por- 
ta gradualmente all’identificazione delle varianti geniche 
più riscontrabili negli individui affetti dalla patologia e as- 
senti invece negli individui sani. Dato che può essere vero- 
simile che particolari vie metaboliche siano maggiormen- 
te coinvolte nella malattia rispetto ad altre vie, la ricerca 
può essere coadiuvata dalla comprensione della funzione 
dei geni presenti nella regione bersaglio. Nel 1995 il gene 
del cromosoma 14 associato alla malattia di Alzheimer è 
stato identificato come gene S182. Al prodotto di questo 
gene fu dato il nome di presenilina-1, e di conseguenza il 
gene stesso venne poi ribattezzato PSI. 

Più complessi sono i casi in cui una condizione patolo- 
gica è causata dalla presenza di mutazioni in due geni di- 
versi (nessuno dei quali, da solo, causa la malattia) o in cui 
una particolare condizione è amplificata da una mutazio- 
ne altrimenti innocua presente su un altro gene. Lidenti- 
ficazione dei geni e delle mutazioni responsabili di questo 
tipo di malattie digeniche è estremamente difficoltosa, e 
questo tipo di patologie è talvolta impossibile da documen- 
tare se non all’interno di popolazioni poco numerose, iso- 
late e altamente endogamiche. 

Le banche dati genomiche aprono vie alternative 
all’identificazione dei geni che causano patologie, in 
special modo quando sono disponibili informazioni bio- 
chimiche sulla malattia. Nel caso del morbo di Alzhei- 
mer, l'accumulo della proteina B-amiloide nelle cortec- 
ce limbiche e associative del cervello è almeno in parte 
responsabile della sintomatologia. Difetti nella preseni- 
lina-1 (e nella presenilina-2, una proteina a essa corre- 
lata, codificata da un gene sul cromosoma 1) portano a 
livelli corticali elevati di proteina B-amiloide. Le banche 
dati specializzate cercano di collegare questo tipo di in- 
formazioni funzionali con i prodotti proteici dei geni e 
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Figura 9.34 L'analisi di collegamento nella scoperta dei geni che 
causano una malattia. (a) Questi alberi genealogici di due famiglie 
affette dall'insorgenza precoce della malattia di Alzheimer sono basati 
sui dati disponibili altempo in cui venne condotto lo studio. | simboli 
rossi rappresentano gli individui affetti, le barre trasversali indicano 

i decessi avvenuti sia prima sia subito dopo lo studio. Il numero 
presente al di sopra di ciascun simbolo rappresenta l'età dell'individuo 
al tempo dello studio o al momento del decesso (indicato con una D). 
Per proteggere la privacy delle famiglie, non è stato indicato il genere 
sessuale degli individui. (b) Il cromosoma 14, con bande mostrate 

in colore. Le posizioni di riferimento del cromosoma sono mostrate 


con le reti di interazione tra le proteine, con le localiz- 
zazioni degli SNP e con molti altri dati ancora, fornen- 
do una via per l’identificazione dei geni potenzialmen- 
te responsabili di una particolare condizione patologica. 
Un ricercatore con una buona conoscenza delle tipolo- 
gie di enzimi o di altre proteine che contribuiscono con 
molta probabilità a una patologia può utilizzare quelle 
banche dati per produrre un elenco di geni che codifi- 
cano proteine con funzioni correlate, di altri geni non 
ancora caratterizzati ma con correlazioni di tipo orto- 
logo o paralogo con i geni presenti in quell’elenco, una 


Al centromero 


1Mb 


Scala approssimata 


a destra, con la distanza genetica esistente tra loro riportata in 
centimorgan, l'unità di misura della distanza genetica che riflette la 
frequenza delle ricombinazioni. TCRD (recettore delta delle cellule T) 
e PI (AACT, a1-antichimotripsina) sono geni con alterazioni all'interno 
della popolazione umana che sono stati usati nella mappatura del 
cromosoma come marcatori, insieme agli SNP. (c) Dalla comparazione 
del DNA proveniente dai membri affetti e non affetti delle famiglie, 

è stata infine definita una regione di interesse che contiene 19 geni 
espressi vicino al marcatore D14S43. Il gene chiamato 51782 (in rosso) 
codifica la proteina presenilina-1. 


lista di proteine che possono interagire con le proteine 
bersaglio o con le ortologhe in altri organismi e infine 
una mappa di posizioni geniche. Utilizzando i dati pro- 
venienti dagli alberi genealogici di famiglie selezionate, 
si può spesso determinare rapidamente un breve elenco 
di geni potenzialmente correlati. 

Questo tipo di approcci non si limita alle patologie 
dell’essere umano. Le stesse metodologie possono essere 
utilizzate anche per identificare i geni coinvolti nelle pa- 
tologie oppure i geni che producono caratteristiche desi- 
derabili in altri animali o nelle piante. O 
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Figura 9.35 Le vie delle migrazioni degli esseri umani. 

Quando un piccolo gruppo di una popolazione umana più grande 
migra, porta con sé solamente una parte della diversità genetica 
complessiva. In tal modo, alcuni aplotipi sono presenti nel gruppo 
emigrato, mentre molti altri non lo sono più. Contemporaneamente, 
le mutazioni possono creare, col passare del tempo, nuovi aplotipi. 
Questa mappa è stata prodotta dall'analisi di marcatori genetici 
(definiti aplotipi con numeri M o LLY) sul cromosoma Y. | campioni 
genetici sono stati prelevati dalle popolazioni indigene che si 


e Ilsequenziamento del genoma ci dà informazioni 

sul nostro passato e ci fornisce delle opportunità 

per il nostro futuro 
Circa 70 000 anni fa un piccolo gruppo di esseri umani, 
in Africa, rivolse la propria attenzione all’esterno, al di là 
del Mar Rosso, verso l'Asia. Probabilmente incoraggiato 
da qualche sorta di innovazione nella costruzione di pic- 
cole imbarcazioni, spinto da conflitti, da carestia e fame, 
o semplicemente dalla curiosità, quel piccolo gruppo di 
uomini attraversò la barriera d’acqua. Con quella coloniz- 
zazione iniziale, che coinvolse probabilmente solo un mi- 
gliaio di individui, è iniziato un viaggio che non ha avuto 
termine fino a quando gli uomini non hanno raggiunto la 
Terra del Fuoco (nella punta più meridionale dell’Ameri- 
ca del Sud) molte migliaia di anni più tardi. In questo pro- 
cesso venne sostituita una popolazione che si era stabilita 
in quei luoghi durante una precedente espansione degli 
ominidi nell’Eurasia che comprendeva anche Homo nean- 
derthalensis (l’uomo di Neanderthal). I Neanderthal scom- 
parvero, proprio come prima di loro erano scomparsi an- 
che l’Homo erectus e altre linee di ominidi. 

La storia di come i moderni esseri umani apparvero 
in Africa poche centinaia di migliaia di anni fa e delle lo- 
ro migrazioni dal momento in cui essi lasciarono l'Africa 
è scritta nel nostro DNA. Usando sequenze genomiche di 
molte specie, è stato possibile mettere a fuoco l’evoluzio- 
ne sia dei primati sia degli ominidi. Sfruttando gli aploti- 
pi presenti nelle popolazioni umane esistenti, possiamo 
tracciare le migrazioni dei nostri intrepidi progenitori at- 
traverso il pianeta (Figura 9.35). 


sono stabilite da molto tempo in punti geografici lungo le rotte 
mostrate. Gli aplotipi che appaiono improvvisamente lungo una 
via di migrazione, che riflettono i nuovi cambiamenti (mutazioni) 
in particolari localizzazioni di SNP genomiche in certe popolazioni 
isolate, sono chiamati “eventi fondatori”. Questi permettono ai 
ricercatori di tracciare le migrazioni a partire da quel punto, dato 
che le altre popolazioni che possiedono i nuovi aplotipi sono 
probabilmente discese dalla popolazione fondatrice. 


Gli uomini di Neanderthal non furono semplicemente 
sostituiti, ma si ebbero anche alcuni rimescolamenti. Uti- 
lizzando metodi sensibili basati sulla PCR, ora abbiamo 
una sequenza pressoché completa del genoma dell’uomo 
di Neanderthal (Box 9.3). Circa il 4% del genoma degli uo- 
mini non africani deriva dall’uomo di Neanderthal. Alcu- 
ne popolazioni umane acquisirono DNA genomico anche 
da un altro gruppo scoperto nel marzo del 2010: i deniso- 
viani. Il DNA dell’uomo di Neanderthal ha dato agli esseri 
umani un sistema immunitario più complesso, rendendo- 
ci più resistenti alle infezioni, ma ci ha reso più suscettibi- 
li alle patologie autoimmuni. La storia del nostro passato 
sta gradualmente prendendo forma man mano che ven- 
gono identificati sempre più genomi umani, sia di uomini 
che che sono ancora in vita, sia di uomini che vissero nei 
millenni passati. 

La possibilità nella pratica medica di avere sequenze 
genomiche personali cresce man mano che vengono defi- 
niti i geni che sono alla base delle patologie ereditarie. La 
conoscenza delle sequenze genomiche fornisce anche la 
prospettiva di poterle alterare. È ormai cosa abbastanza 
normale ingegnerizzare le sequenze di DNA degli organi- 
smi, dai batteri e lieviti alle piante e mammiferi, per fina- 
lità sia di ricerca sia commerciali. Gli sforzi compiuti per 
curare le malattie umane ereditarie attraverso la terapia 
genica umana non sono ancora all’altezza del loro poten- 
ziale, ma le tecnologie per il trasferimento di geni vengo- 
no costantemente migliorate. Poche discipline scientifiche 
influenzeranno il futuro della nostra specie più di quanto 
potrà fare la genomica moderna. 
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Box 9.3 A conoscenza dei Neanderthal 


Gli esseri umani moderni e gli uomini di Neanderthal 
coesistettero in Europa e in Asia abbastanza recente- 
mente, circa 30 000 anni fa. Le popolazioni umana e di 
Neanderthal si separarono circa 370 000 anni fa, prima 
della comparsa degli esseri umani anatomicamente 
moderni. Gli uomini di Neanderthal usavano utensili 
e strumenti, vivevano in piccoli gruppi e seppellivano i 
loro morti. Di tutti gli ominidi fino a ora noti correlati 
agli esseri umani, i Neanderthal sono i più simili. Per cen- 
tinaia di millenni essi abitarono vaste parti dell'Europa 
e dell’Asia occidentale (Figura 1). Se il genoma di uno 
scimpanzé può dare informazioni su che cosa significhi 
essere umano, il genoma dei Neanderthal potrebbe for- 
nirne molte di più. Nascosti all’interno delle ossa e dei 
resti prelevati dai siti di sepoltura ci sono frammenti di 
DNA genomico dei Neanderthal. Per dare avvio al pro- 
getto sul genoma dei Neanderthal, sono stati combinati 
le tecnologie messe a punto per la scienza forense (vedi 
il Box 9.1) e i vecchi studi condotti sul DNA. 

Questa impresa è diversa dai progetti genoma mirati alle 
specie attualmente esistenti. Il DNA dei Neanderthal è 
presente in piccoli quantitativi ed è contaminato dal DNA 


proveniente da altri animali e dai batteri. In che modo 
si può arrivare a esso e come si può essere certi che le 
sequenze, una volta ottenute, provengano veramente dai 
Neanderthal? Le risposte sono state fornite dalle innova- 
tive applicazioni della biotecnologia. In pratica, le piccole 
quantità dei frammenti di DNA ritrovate nelle ossa o nei 
resti dei Neanderthal, vengono clonate in una libreria, 
e i segmenti di DNA clonato, compresi i contaminanti, 
vengono sequenziati a caso. I risultati del sequenziamento 
vengono poi confrontati con le banche dati contenenti il 
genoma umano esistente e il genoma degli scimpanzé. I 
segmenti provenienti dal DNA dei Neanderthal, poiché 
contengono sequenze strettamente correlate al DNA 
umano e degli scimpanzé, sono facilmente distinguibili dai 
segmenti provenienti dai batteri o dagli insetti, grazie alle 
analisi computerizzate. Una volta che è stata sequenziata 
una raccolta di segmenti di DNA, le sequenze ottenute 
possono essere utilizzate come sonde per identificare i 
frammenti di sequenza nei vecchi campioni che si sovrap- 
pongono a questi frammenti ora noti. 

Il problema della contaminazione potenziale con il 
moderno DNA umano strettamente correlato a quello 
dei Neanderthal può essere con- 


trollato esaminando il DNA mito- 
condriale. Le popolazioni umane 
hanno aplotipi facilmente identi- 
ficabili (insiemi distintivi di diffe- 
renze genomiche; vedi la Figura 


Figura 1 Gli uomini di Neanderthal 
occuparono gran parte dell'Europa e 
dell'Asia occidentale fino a circa 

30 000 anni fa. Nella figura sono mostrati i 
principali siti archeologici neanderthaliani. 
Si noti che il nome del gruppo 
“Neanderthal” è stato scelto basandosi sul 
primo sito di ritrovamento a Neanderthal, 
in Germania. 


SOMMARIO 9.3 

La genomica e la storia degli esseri umani 

I metodi di sequenziamento di nuova generazione 
hanno ridotto drasticamente il tempo necessario per 
identificare sequenze genomiche complete. 

Circa il 30% del DNA nel genoma umano si trova negli 
esoni e negli introni che codificano le proteine. Circa 
la metà del DNA deriva da trasposoni parassitici. Gran 
parte del rimanente DNA codifica molti tipi di RNA. 
Le ripetizioni semplici di sequenza organizzano i cen- 
tromeri e i telomeri. 

Le alterazioni geniche che definiscono gli esseri umani 
possono essere comprese, in parte, attraverso la geno- 
mica comparativa utilizzando altri primati. 

La genomica comparativa viene utilizzata anche per lo- 
calizzare le alterazioni geniche alla base delle patologie 
ereditarie e può essere impiegata per studiare l’evolu- 


zione e la migrazione dei nostri progenitori ancestrali 
nel corso dei millenni. 


Termini chiave 
I termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


analisi del doppio ibrido 
di lievito 346 

aplotipo 356 

bacmide 335 


corte ripetizioni in 
tandem (STR) 339 

cromosoma artificiale 
di lievito (YAC) 330 


baculovirus 335 cromosoma batterico 

biologia dei artificiale (BAC) 
sistemi 323 329 

clonaggio del DNA DNA complementare 
324 (CDNA) 343 


contig (contiguo) 354 DNA ligasi 324 


© 978-88-08-26148-9 


Uomo 
moderno 


Neanderthal 


Dati fossili 


Dati genomici 


-8 ka, 

resti più recenti 
al momento 
conosciuti 

dei Neanderthal 


741 ka, 
i primi esseri umani 
moderni in Europa 


7195 ka, 

i primi esseri umani 
anatomicamente 
moderni conosciuti 


=370 ka, 

divisione 

delle popolazioni 
ancestrali umane 
e dei Neanderthal 


7706 ka, 

epoca di unione 
delle sequenze 

di riferimento 
dell’uomo 

e dei Neanderthal 


Linea evolutiva delle sequenze 
di riferimento degli esseri umani 
e dei Neanderthal 


Linea evolutiva delle popolazioni 


ancestrali dell’uomo e dei Neanderthal 


DNA microarray 348 
DNA ricombinante 324 
endonucleasi di 
restrizione 324 
epitopo etichetta 345 
etichetta 336 
genomica 323 
genomica comparata 343 
ingegneria genetica 

324 

libreria di cCDNA 343 
libreria di DNA 342 
libreria genomica 342 
mutagenesi 
sito-specifica 334 
ortologhi 343 
paraloghi 343 


plasmide 327 
polimorfismo 
di singoli nucleotidi 
(SNP) 356 
proteina di fusione 335 
reazione a catena 
della polimerasi 
(PCR) 336 
reazione a catena 
della polimerasi 
quantitativa 
(qPCR) 341 
sintenia 343 
vettore di clonaggio 
324 
vettore di 
espressione 332 


CAPITOLO 9 


Tecnologie basate sull'informazione contenuta nel DNA 363 


9.30) all’interno del loro DNA mitocondriale, e l’analisi 
dei campioni dei Neanderthal ha mostrato che il DNA 
mitocondriale dei Neanderthal ha aplotipi distinti. La 
presenza nei campioni dei Neanderthal di alcune diffe- 
renze nelle coppie di basi che sono state ritrovate nelle 
banche dati degli scimpanzé ma non nelle banche dati 
umane dimostra che sono state ritrovate delle sequenze 
di ominidi non umani. 

Il completamento di questa impresa è all'orizzonte. La 
bozza della sequenza del genoma dei Neanderthal, resa 
nota all’inizio del 2009, copre circa il 60% delle sequenze 
genomiche. Il completamento della sequenza richiede 
solamente ancora poco tempo. I dati raccolti forniscono 
prove sul fatto che i moderni esseri umani ei Neanderthal 
che sono stati la fonte di questo DNA condividevano un 
progenitore ancestrale comune vissuto circa 700 000 anni 
fa (Figura 2). L'analisi del DNA mitocondriale suggerisce 
che i due gruppi continuarono sullo stesso percorso, con 
qualche gene che si è scambiato tra di loro, per circa 300 
000 anni. Le linee si sono divise con la comparsa degli 
esseri umani dotati di un’anatomia simile a quella oggi 
conosciuta, anche se esistono prove di alcuni incroci tra 
le linee che, in qualche modo, si sono verificati un po’ 
più tardi. 

Le librerie espanse del DNA dei Neanderthal, grazie alla 
raccolta di campioni provenienti da diversi insiemi di 
resti, dovrebbero infine permettere anche un'analisi della 
diversità genetica dei Neanderthal e forse delle migra- 
zioni dei Neanderthal, gettando una luce affascinante 
sul nostro passato di ominidi. 


Figura 2 Questa sequenza temporale mostra la cronologia 

della divergenza delle sequenze del genoma (linee nere) umano 

e dei Neanderthal e delle popolazioni ancestrali (parte in giallo) 
dell'uomo e dei Neanderthal. | dati genomici forniscono le prove di 
alcuni incroci tra le popolazioni avvenuti circa 45 000 anni fa. Sono 
evidenziati gli avvenimenti chiave nell'evoluzione degli esseri umani. 
L'abbreviazione ka significa “migliaia di anni fa”. 
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=N Problemi 


1. DNA clonato per via ingegneristica. Quando due o 
più frammenti di DNA vengono uniti, un ricercatore 
può adattare la sequenza a livello delle giunzioni in va- 
ri modi, come vedremo nei problemi seguenti. 

(a) Disegnate la struttura della parte terminale di un 
frammento di DNA lineare prodotto dalla digestio- 
ne con EcoRI (riportando anche le sequenze che ri- 
mangono del sito di riconoscimento di EcoRI). 

(b) Disegnate la struttura risultante dalla reazione di 
tale sequenza terminale con la DNA polimerasi I e 
i quattro deossinucleosidi trifosfato (vedi la Figura 
8.33). 

(c) Scrivete la sequenza prodotta nel punto di unione 
delle due estremità del prodotto ottenuto in (b) se 
queste vengono unite (vedi la Figura 25.16). 

(d) Disegnate la struttura che si ottiene se il prodotto 
formatosi in (a) viene trattato con una nucleasi che 
degrada solo il DNA a catena singola. 

(e) Scrivete la sequenza del punto di unione ottenuto 
se un’estremità con la struttura (b) è legata all’e- 
stremità con struttura (d). 

(f) Disegnate la struttura dell’estremità di un DNA 
lineare ottenuto per mezzo della digestione con 
Pvull (comprese quelle sequenze che rimangono 
del sito di riconoscimento Pvull). 

(g) Scrivete la sequenza del punto di unione ottenuto 
se un’estremità con struttura (b) viene legata all’e- 
stremità con struttura (f). 

(h) Immaginate di poter sintetizzare un piccolo fram- 
mento di DNA a catena doppia con una sequenza 
arbitraria. Utilizzando questo frammento sintetico 
e le metodiche descritte da (a) a (g), ideate un pro- 
tocollo che permetta di sostituire un sito di restri- 
zione EcoRI con un sito BamHI (vedi la Figura 9.2). 
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2. 


(i) Individuate quattro piccoli frammenti di DNA a ca- 
tena doppia che vi permettano di legare il prodot- 
to (a) con un DNA digerito con PstI. In uno di que- 
sti frammenti inserite una sequenza che permetta 
di ottenere nel prodotto finale le sequenze di rico- 
noscimento sia di EcoRI sia di PstI. Nel secondo e 
nel terzo frammento sintetico programmate la se- 
quenza in modo tale che la giunzione contenga so- 
lo la sequenza di riconoscimento per EcoRI o quella 
per Pstl, rispettivamente. Scrivete una sequenza del 
quarto frammento in modo che alla giunzione non 
siano presenti né la sequenza per EcoRI né quella 
per Pstl. 

Selezione dei plasmidi ricombinanti. Quando un 

frammento di DNA eterologo viene clonato in un pla- 

smide, è spesso utile inserire il frammento in un punto 
che interrompe un marcatore di selezione (per esempio, 
l'elemento della resistenza alla tetraciclina di pBR322). 

La perdita della funzione del gene interrotto può essere 

usata per identificare i cloni contenenti i plasmidi che 

si sono ricombinati con il DNA eterologo. Con un vetto- 

re come il batteriofago \ ciò non è necessario, perché è 

possibile distinguere facilmente i vettori che hanno in- 

corporato grossi frammenti di DNA dagli altri. Come 
vengono identificati questi vettori ricombinanti? 

Clonaggio del DNA. Il vettore plasmidico pBR322 (ve- 

di la Figura 9.3) è tagliato con l’endonucleasi di restri- 

zione PstI. Un frammento di DNA isolato da un geno- 

ma eucariotico (anch’esso prodotto per digestione con 

Pst1) viene aggiunto al vettore e unito a esso. La misce- 

la di DNA legato viene quindi usata per trasformare i 

batteri, e i batteri contenenti il plasmide vengono sele- 

zionati per mezzo della resistenza alla tetraciclina. 

(a) Oltre ai plasmidi ricombinanti desiderati, quali al- 
tri tipi di plasmidi resistenti alle tetracicline si pos- 
sono trovare tra i batteri trasformati? Come si pos- 
sono distinguere? 

(b) Il frammento di DNA clonato ha una lunghezza di 
1000 bp e un sito EcoRI a 250 bp da una delle estre- 
mità. Tre plasmidi ricombinanti diversi sono tagliati 
con EcoRI e analizzati mediante elettroforesi su gel. Il 
profilo delle bande ottenute è riportato nella figura 
che segue. Che cosa dice questa analisi circa il DNA 
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clonato? Si noti che in pBR322 i siti di restrizione 
PstI ed EcoRI distano circa 750 bp. Lintero plasmi- 
de senza inserto clonato è di 4361 bp. Nella corsia 4 
vi sono i marcatori delle dimensioni e il loro nume- 
ro di basi è riportato a destra. 
Enzimi di restrizione. La sequenza parziale di una 
molecola di DNA a doppio filamento è 


5'- - -GACGAAGTGCTGCAGAAAGTCCGCGTTAT 
AGGCATGAATTCCTGAGG - - -3' 


I siti di taglio degli enzimi di restrizione EcoRI e Pstl 
sono mostrati sotto. 


EcoRI | & 
5)GAATTC(3) 
CTTAAG 


Pstl « | 
(5")CTGCAG (3’) 
GACGTC 
Scrivete la sequenza di entrambi i filamenti del fram- 
mento di DNA che viene creata quando questo DNA 
viene scisso utilizzando sia EcoRI sia PstI. Il filamento 
superiore del vostro frammento di DNA a doppio fila- 
mento dovrebbe derivare dalla sequenza del filamen- 
to riportata sopra. 
Progettazione di un test diagnostico per una 
malattia genetica. La malattia di Huntington 
(HD) è una malattia neurodegenerativa ereditaria, ca- 
ratterizzata da una graduale e irreversibile diminu- 
zione delle funzioni psicologiche, motorie e cognitive. 
I sintomi compaiono di solito durante la mezza età, 
ma possono esordire a qualsiasi età, e il decorso della 
malattia è da 15 a 20 anni. Le basi molecolari di que- 
sta patologia stanno diventando sempre più chiare. 
La mutazione genetica che caratterizza la malattia HD 
colpisce un gene che codifica una proteina con una 
massa molecolare relativa [M,] di 350 000 e una fun- 
zione ignota. In individui che non sviluppano l'HD, 
una regione del gene che codifica la parte ammino- 
terminale di questa proteina ha una sequenza di co- 
doni CAG (codone per la glutammina), in cui la tri- 
pletta è ripetuta da 6 a 39 volte, in successione. In in- 
dividui adulti in cui ’HD sta prendendo corso, la tri- 
pletta è ripetuta da 40 a 55 volte. In individui con HD 
a insorgenza giovanile il codone è ripetuto più di 70 
volte. La lunghezza di questa sequenza ripetuta sem- 
plice indica quando un individuo svilupperà l'HD, e 
approssimativamente l’età in cui cominceranno a 
comparire i primi sintomi. 
Una piccola porzione della sequenza che codifica la re- 
gione amminoterminale del gene HD contenente 3143 
codoni è mostrata qui sotto. La sequenza nucleotidica 


ATGGCGACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGCCTTCGAGTCCCTCAAGTCCTTO 
M AÀ& T L E K L M K A F E S L K Ss F 


CAGCAGTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG 
Qua F_ QQ QU QQ QQ QQ QQ QQ a 


CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGCCGCCACCGCCGCCGCCGCCGCCG 
o e og P P P P P P P 


CCGCCTCCTCAGCTTOCTCAGCCGCCGCCG 
PP P & Lo P_@Q: E Po P 


Fonte: The Huntington's Disease Collaborative Research Group. (1993) A 
novel gene containing a trinucleotide repeat that is expanded and unstable 
on Huntington's disease chromosomes. Cell 72, pp. 971-983. 
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del DNA è mostrata in nero, la sequenza amminoaci- 
dica codificata è in blu e le triplette CAG ripetute so- 
no ombreggiate. Usando la Figura 277 per tradurre il 
codice genetico, definite un test che utilizzi la PCR per 
l'HD che possa essere eseguito su un campione di san- 
gue. Supponete che il primer per la PCR debba essere 
lungo 25 nucleotidi. Per convenzione, a meno di ulte- 
riori specificazioni, una sequenza di DNA codificante 
una proteina è mostrata con la catena codificante (la 
sequenza identica all’mRNA trascritto dal gene) al di 
sopra, in modo che sia letta dall’estremità 5’ a quella 
3’, cioè da sinistra verso destra. 

Utilizzo della PCR per individuare le molecole di 
DNA circolare. In una specie di protista ciliato qual- 
che volta manca un segmento di DNA genomico. La 
delezione è una reazione geneticamente programma- 
ta, associata all’accoppiamento cellulare. Un ricerca- 
tore propone che il DNA venga deleto tramite un tipo 
di ricombinazione, chiamata ricombinazione sito-spe- 
cifica, nella quale le estremità generate nel DNA dalla 
rimozione del frammento sono riunite, mentre il DNA 
eliminato forma un DNA circolare come prodotto del- 
la reazione. 


reazione 
proposta 


Indicate in che modo il ricercatore può usare la reazio- 
ne a catena della polimerasi per individuare la presen- 
za della forma circolare del DNA deleto in un estratto 
di protista. 

Piante che emettono luce. Se fatta crescere in un 
terreno normale e innaffiata regolarmente, una pian- 
ta ingegnerizzata che esprime una proteina fluore- 
scente verde (Figura 9.16) emetterà luce al buio, 
mentre non la emetterà una pianta ingegnerizzata 
per esprimere la luciferasi delle lucciole. Fornite una 
spiegazione. 

Progettazione dei primer per la PCR. Sotto è ri- 
portata la sequenza di un filamento di DNA cromo- 
somico. Un ricercatore vuole amplificare e isolare un 
frammento di DNA definito dalla porzione di sequen- 
za mostrata in rosso, utilizzando la reazione a catena 
della polimerasi (PCR). Progettate due primer, ciascu- 
no della lunghezza di 20 nucleotidi, che possano esse- 
re utilizzati per amplificare questo segmento di DNA 
cromosomico. 


5’ - - - AATGCCGTCAGCCGATCTGCCTCGAGTCA 
ATCGATGCTGGTAACTTGGGGTATAAAGCTACC 
CATGGTATCGTAGTTAGATTGATTGTTAGGTTC 
TTAGGITTAGGITTCTGGTATTGGITTAGGGTC 
TTTGATGCTATTAATTGTTTGGTTTTGATTTGGT 
CTTTATATGGTTTATGTTTTAAGCCGGGITTTGTC 
TGGGATGGTTCGICTGATGTGCGCGTAGCGTGCG 
GCG - - - 3’ 


9. 


10. 


11 


12. 


13. 
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Mappatura di un segmento cromosomico. Un 
gruppo di cloni sovrapposti, da A a F, viene isolato da 
una regione di un cromosoma. Ciascun clone viene 
tagliato separatamente da un enzima di restrizione 
e i frammenti sono analizzati mediante elettroforesi 
su gel di agarosio, con i risultati mostrati nella figura 
sotto. Ci sono nove diversi frammenti di restrizione in 
questa regione cromosomica, con un sottogruppo pre- 
sente in ogni clone. Utilizzando questa informazione, 
determinate l'ordine dei frammenti di restrizione nel 
cromosoma. 


Cloni sovrapposti 


A| |B| [C{| [D{ |E| |F 


= = - 1 Nove 
_ n = 2 frammenti 
=" “<< L3 di restrizione 
Q 5 
$ 
© -* = (6 
[rai 
i ii ELI = = _ 7 
“a 8 
Ea ese | 9 


Immunofluorescenza. Nel protocollo più comune per 
l’identificazione delle proteine cellulari per immuno- 
fluorescenza da parte di un ricercatore è previsto l’u- 
tilizzo di due anticorpi. Il primo di essi si lega specifi- 
camente alla proteina di interesse. Il secondo anticor- 
po è marcato con dei fluorocromi, per consentirne una 
facile visualizzazione, e si lega al primo anticorpo. In 
linea di principio, si potrebbe semplicemente marca- 
re il primo anticorpo e saltare un passaggio. Perché si 
utilizzano due anticorpi in successione? 


. Analisi del doppio ibrido di lievito. Immaginate di 


essere un ricercatore che ha appena scoperto una nuo- 
va proteina espressa in un fungo. Per identificare le al- 
tre proteine che interagiscono con la vostra proteina 
all’interno delle cellule del fungo, pianificate un espe- 
rimento basato sul doppio ibrido di lievito e spiegate 
in che modo quell’esperimento vi può aiutare a deter- 
minare la funzione della vostra proteina. 

Uso della fotolitografia per realizzare un DNA mi- 
croarray. La Figura 9.22 mostra le prime tappe del pro- 
cesso di realizzazione di un DNA microarray, o DNA 
chip, usando la fotolitografia. Descrivete le tappe ne- 
cessarie per ottenere le sequenze desiderate (una se- 
quenza di quattro nucleotidi in ciascuna delle quattro 
zone di deposito) mostrate nel primo riquadro della fi- 
gura. Dopo ogni tappa, indicate la sequenza nucleoti- 
dica associata a ogni zona di deposito. 
Sequenziamento genomico. Nei grandi progetti di se- 
quenziamento dei genomi, i dati preliminari solitamen- 
te rivelano la presenza di “buchi” nelle zone in cui non 
sono state ottenute informazioni. Per riempire questi 
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“buchi” sono particolarmente utili i primer comple- 
mentari all'estremità 5’ del filamento (per esempio, 
identico alla sequenza dell’estremità 3’ del filamento) 
alla fine di ciascun contig. Spiegate perché si dovreb- 
bero utilizzare questi primer. 

14.Utilizzo dei “gruppi esterni” nella genomica com- 
parata. Supponiamo che venga scoperta un’ipotetica 
proteina negli orangotango, negli scimpanzé e negli 
esseri umani che abbia la sequenza mostrata sotto (il 
rosso indica le differenze nei residui amminoacidici). 


Uomo: ATSAAGYDEWEGGKVLIHL - - KLON 
RGALLELDIGAV 

Orangotango: ATSAAGWDEWEGGKVLIHLDGKLQ 
NRGALLELDIGAV 

Scimpanzé:  ATSAAGWDEWEGGKILIHLDGKLQ 
NRGALLELDIGAV 


(I tratteggi indicano una delezione, cioè che nella se- 
quenza i residui sono mancanti.) 


Qual è la sequenza della proteina che più verosimil- 
mente è presente nell’ultimo progenitore ancestrale 
comune agli scimpanzé e agli esseri umani? 
15.63 Scoperta dei geni di una malattia. Immagi- 
nate di essere un cacciatore di geni che sta cer- 
cando di scoprire le basi genetiche di una patologia 
ereditaria. L’esame di sei alberi genealogici di famiglie 
affette dalla patologia vi fornisce risultati poco coe- 
renti. Per due delle famiglie, la patologia viene coere- 
ditata con dei marcatori presenti sul cromosoma 7 Per 
le altre quattro famiglie esaminate, la condizione pa- 
tologica viene coereditata insieme a marcatori pre- 
senti sul cromosoma 12. Spiegate in che modo può ac- 
cadere tutto ciò. 


= Problema sull'analisi dei dati 

ila 

16. HincII: la prima endonucleasi di restrizione. La 

scoperta della prima endonucleasi di restrizione di uso 

pratico fu riportata in due lavori pubblicati nel 1970. 

Nel primo lavoro, Smith e Wilcox descrissero l’isola- 

mento di un enzima che scindeva la doppia elica del 

DNA. Inizialmente essi misero in evidenza l’attività nu- 

cleasica misurando la diminuzione della viscosità in 

campioni di DNA trattati con l'enzima. 

(a) Perché il trattamento con una nucleasi diminuisce 

la viscosità di una soluzione di DNA? 
Gli autori stabilirono se l'enzima era una endo- o 
una esonucleasi trattando il DNA, marcato con °°, 
con l'enzima e bloccarono la reazione con acido tri- 
cloroacetico (TCA). In queste condizioni sperimen- 
tali, i singoli nucleotidi sono solubili in TCA, men- 
tre gli oligonucleotidi sono invece insolubili e quin- 
di precipitano. 

(b) Il trattamento con la nucleasi non produsse mate- 
riale marcato con *°P solubile in TCA. In base a que- 
sto risultato, l'enzima è una endo- o una esonuclea- 
si? Commentate la risposta. 
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Quando un polinucleotide viene scisso, il gruppo 
fosforico generalmente non viene rimosso, ma resta 
legato all'estremità 5' o 3’ del frammento di DNA 
risultante. Smith e Wilcox determinarono la loca- 
lizzazione del gruppo fosforico nel frammento for- 
mato dalla nucleasi nel seguente modo. 


1. Trattamento del DNA non radioattivo con la nu- 
cleasi. 

2. Trattamento di una parte (A) del prodotto della 
reazione con y-*°P ATP e con la polinucleotide chi- 
nasi (che lega il gruppo fosforico in posizione y 
dell'ATP al 5’ OH, e non al 5’ fosfato o al 3' OH o 
al 3' fosfato). Determinazione quantitativa del *°P 
incorporato nel DNA. 

3. Trattamento di un’altra parte del prodotto (B) ot- 
tenuto nel passaggio 1 con fosfatasi alcalina (che 
rimuove i gruppi fosforici dalle estremità 5’ e 3'), 
seguito dalla polinucleotide chinasi più y-*°P ATP. 
Determinazione della quantità di **P incorporato 
nel DNA. 


(c) Smith e Wilcox trovarono che la radioattività del 
campione A era di 136 disintegrazioni per minuto; 
quella del campione B era invece di 3740 disinte- 
grazioni per minuto. La nucleasi lasciava il fosfato 
legato alla posizione 5’ o 3' nei frammenti di DNA? 
Commentate la risposta. 

(d) Trattando il DNA del batteriofago T7 con la nuclea- 
si si ottenevano circa 40 frammenti di varia lun- 
ghezza. Perché questo risultato indica che l'enzima 
riconosce una sequenza specifica del DNA, anziché 
tagliare a caso la doppia elica? 

A questo punto c'erano due possibilità per spiegare 

una scissione sito-specifica: il taglio poteva avvenire 

(1) a livello del sito di riconoscimento, oppure (2) vi- 

cino al sito di riconoscimento, ma non all’interno della 

sequenza riconosciuta. Per risolvere il problema, Kelly 

e Smith determinarono la sequenza delle estremità 5‘ 

dei frammenti di DNA generati dalla nucleasi nel se- 

guente modo. 


1. Trattamento del DNA del fago T7 con l’enzima. 

2. Trattamento dei frammenti generati con la fosfata- 
si alcalina per rimuovere i gruppi fosforici in posi- 
zione 5’. 

3. Trattamento dei frammenti defosforilati con la po- 
linucleotide chinasi e con y-#°P APT per marcare 
le estremità 5’. 

4. Trattamento delle molecole marcate con la DNasi 
fino a ottenere una miscela di mono-, di- e trinu- 
cleotidi. 

5. Identificazione dei mononucleotidi e determinazio- 
ne della sequenza dei di- e trinucleotidi, per con- 
fronto con oligonucleotidi a sequenza nota, utiliz- 
zando la cromatografia su strato sottile. 


I prodotti marcati identificati erano: mononucleotidi: 

A e G; dinucleotidi: (5')ApA(3') e (5')GpA(3'); trinu- 

cleotidi: (5')ApApC(3') e (5')GpApC(3'). 

(e) Quale modello di taglio è in accordo con questi ri- 
sultati? Motivate la risposta. 
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Kelly e Smith determinarono anche la sequenza dell’e- Riferimenti bibliografici 

stremità 3' dei frammenti e trovarono una miscela di 

(5')TpC(3') e (5')TpT(3'). Essi non determinarono la Kelly, T.J., e Smith, H.O. (1970) A restriction enzyme 

sequenza di alcun trinucleotide all'estremità 3°. from Haemophilus influenzae: II. Base sequence of the 

(f) Sulla base di questi dati, qual è la sequenza di ri- recognition site. /. Mol. Biol. 51, pp. 393-409. 
conoscimento della nucleasi, e a livello di quale se- Smith, H.O., e Wilcox, K.W. (1970) A restriction 
quenza viene scisso il DNA? Utilizzate la Tabella 9.2 —enzyme from Haemophilus influenzae: I. Purification and 
come modello. general properties. J. Mol. Biol. 51, pp. 379-391. 


10.1 


10.2 Ilipidi strutturali delle membrane 


10.3 lipidi come segnali, cofattori e pigmenti 


10.4 Lavorare conilipidi 


lipidi biologici costituiscono un gruppo di composti di- 

versi, che hanno in comune la caratteristica di essere in- 

solubili in acqua. Le funzioni biologiche dei lipidi sono 
molto diverse, al pari delle loro proprietà chimiche. I gras- 
si e gli oli sono le principali forme di riserva di energia in 
molti organismi. I fosfolipidi e gli steroli sono gli elementi 
strutturali principali delle membrane biologiche. Altri li- 
pidi, anche se presenti in quantità relativamente piccole, 
svolgono ruoli cruciali come cofattori enzimatici, traspor- 
tatori di elettroni, pigmenti che assorbono la luce, ancore 
idrofobiche per le proteine, “chaperoni” per favorire l’av- 
volgimento delle proteine, agenti emulsificanti del trat- 
to intestinale, ormoni, e messaggeri intracellulari. Questo 
capitolo tratta dei lipidi più rappresentativi di ogni clas- 
se, ordinati secondo i loro ruoli funzionali, con particola- 
re riguardo alle loro proprietà chimiche e fisiche. Anche 
se tratteremo i lipidi in base alle loro funzioni, dal pun- 
to di vista chimico le migliaia di lipidi esistenti in natu- 
ra possono essere classificate in otto categorie (vedi la Ta- 
bella 10.3). L’ossidazione dei lipidi, un processo che libera 
energia, verrà trattato nel Capitolo 17 e la sintesi dei lipi- 
di nel Capitolo 21. 


I lipidi di riserva 


I grassi e gli oli, utilizzati quasi universalmente come for- 
me di riserva energetica dagli organismi viventi, sono com- 
posti derivati degli acidi grassi. A loro volta gli acidi gras- 
si sono derivati degli idrocarburi e hanno praticamente 
lo stesso basso stato di ossidazione (cioè sono quasi com- 
pletamente allo stato ridotto) degli idrocarburi presenti 
nei combustibili fossili. Possidazione completa degli acidi 
grassi nella cellula (a CO; e H;0), così come l’ossidazione 
esplosiva dei combustibili fossili nei motori a combustio- 
ne, è un processo altamente esoergonico. 

Cominceremo analizzando la struttura e la nomencla- 
tura degli acidi grassi più comuni negli organismi viventi. 
Per illustrare meglio le differenze che si riscontrano nel- 


la struttura e nelle proprietà fisiche di questa famiglia di 
molecole, confronteremo due tipi di composti contenenti 
acidi grassi: i triacilgliceroli e le cere. 


e Gliacidi grassi sono derivati degli idrocarburi 

Gli acidi grassi sono acidi carbossilici con una catena idro- 
carburica contenente da 4 a 36 atomi di carbonio (da C4 a 
C36). In alcuni acidi grassi la catena è completamente satu- 
ra (non contiene doppi legami) e non è ramificata; in altri 
sono presenti uno o più doppi legami (Tabella 10.1). Solo 
alcuni acidi grassi contengono anelli formati da tre atomi 
di carbonio, gruppi ossidrilici o gruppi metilici. 


59 Una nomenclatura semplificata per gli acidi gras- 


si non ramificati specifica la lunghezza della catena e il 
numero dei doppi legami, separati da due punti (Figura 
10.1a); per esempio, l'acido palmitico, un acido grasso satu- 
ro a 16 atomi di carbonio viene abbreviato con 16:0, mentre 
l'acido oleico, che ha 18 atomi di carbonio e un doppio lega- 
me, diventa 18:1. La posizione dei doppi legami viene spe- 
cificata con un esponente che segue il simbolo A (delta); 
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(a) 18:1(A°) Acido cis-9-ottadecanoico 
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(b) 20:5(A°:8:11,14,17) Acido cicosapentaenoico (EPA), 
un acido grasso omega-3 


Figura 10.1 Due convenzioni per la nomenclatura degli acidi 
grassi. (a) La nomenclatura standard assegna il numero 1 al carbonio 
carbossilico (C-1), e la lettera a al carbonio successivo. Ciascun 
segmento dello zigzag disegnato dalla linea rappresenta un singolo 
legame tra atomi di carbonio adiacenti. La posizione dei doppi 
legami viene indicata dalla lettera A, seguita da un apice che indica il 
carbonio a numerazione più bassa del doppio legame. (b) Secondo 
una convenzione alternativa, adottata per gli acidi grassi poliinsaturi 
(PUFA), gli atomi di carbonio vengono numerati in direzione opposta, 
assegnando il numero 1 all'atomo di carbonio del metile terminale, 
all'altra estremità della catena. Questo atomo viene indicato anche 
con @ (l'ultima lettera dell'alfabeto greco). Le posizioni dei doppi 
legami vengono indicate relativamente al carbonio . 
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1 
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un acido grasso a 20 atomi di carbonio con un doppio le- 
game tra il C-9 il C-10 (essendo il C-1 l'atomo di carbonio 
carbossilico) e con un altro doppio legame tra il C-12 e il 
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si presenti in natura sono nella configurazione cis. Gli aci- 
di grassi trans sono prodotti dalla fermentazione nel rumi- 
ne di animali da latte e sono ottenuti dai prodotti del latte 


C-13 viene quindi indicato come 20:2 (A?!°). e dalla carne. 
Gli acidi grassi più comuni sono quelli a catena non ra- 
mificata con numero di atomi di carbonio pari, da 12 a 24 
(Tabella 10.1). Come vedremo nel Capitolo 21, il numero 
pari di atomi di carbonio deriva dal sistema di sintesi de- 
gli acidi grassi, che comporta la condensazione successiva 
di unità a due atomi di carbonio (acetato). 

La posizione dei doppi legami mostra una certa regola- 
rità; nella maggior parte degli acidi grassi monoinsaturi il 
doppio legame si trova tra gli atomi C-9 e C-10 (A°), men- 
tre gli altri doppi legami negli acidi grassi polinsaturi si 
trovano in genere nelle posizioni A! e A!. (Pacido arachi- 
donico è un'eccezione a questa regola.) I doppi legami de- 
gli acidi grassi poliinsaturi non sono quasi mai coniugati 
(una alternanza di legami singoli e legami doppi come nel- 
la sequenza —CH=CH—CH=CH—), ma sono separati 
da un gruppo metilenico (7P-CH=CH—CH,—CH=CH—) 
(Figura 10.1b). I doppi legami di quasi tutti gli acidi gras- 


La famiglia degli acidi grassi poliinsaturi (PUFA), 
con un doppio legame tra il terzo e il quarto carbonio a 
partire dal carbonio del metile terminale della catena, ha 
una notevole importanza nella nutrizione umana. Poiché 
il ruolo fisiologico dei PUFA è correlato più con la posizio- 
ne del doppio legame più vicino alla terminazione metilica 
della catena carboniosa, che non alla terminazione carbos- 
silica, talvolta viene utilizzata un’altra nomenclatura per 
questa classe di acidi grassi. Il carbonio del gruppo meti- 
lico, cioè quello più lontano dal carbossile, viene chiama- 
to ®© (omega), e gli si assegna il numero 1 (Figura 10.1b). 
Secondo questa convenzione, i PUFA con un doppio lega- 
me tra il carbonio C-3 e C-4 vengono chiamati acidi gras- 
si omega 3 (0-3), e quelli con un doppio legame tra il C-6 
e il C-7 acidi grassi omega 6 (0-6). 


MI Tabella 10.1 Alcuni acidi grassi presenti in natura: struttura, proprietà e nomenclatura 


Solubilità a 30 °C 


Punto i 
Scheletro di fusione ge di solvente). 
carbonioso Struttura* Nome sistematico* * Nome comune (°C) Acqua Benzene 
12:0 CH3(CHx);j(COOH Acido n-dodecanoico Acido laurico 44,2 0,063 2600 
(dal latino laurus, alloro) 
14:0 CH;(CH;);:COOH Acido n-tetradecanoico Acido miristico 53,9 0,024 874 
(dal latino myristica, noce moscata) 
16:0 CH;(CH;);3COOH Acido n-esadecanoico Acido palmitico 63,1 0,0083 348 
(da palma) 
18:0 CH;(CH;);;.COOH Acido n-ottadecanoico Acido stearico 69,6 0,0034 124 
(dal greco stéar, grasso duro) 
20:0 CH;(CH;);;COOH Acido n-eicosanoico Acido arachidico 76,5 
(dal latino Arachis, genere dei 
legumi) 
24:0 CH;(CH;),,COOH Acido n-tetraecosanoico Acido lignocerico 86,0 
(dal latino lignum, legno + cera) 
16:1(A°) CH;(CH,);CH= Acido cis-9-esadecenoico Acido palmitoleico 1-0,5 
CH(CH;),CO0H 
18:1(A4°) CH;(CH;),CH= Acido cis-9-ottadecenoico Acido oleico 13,4 
CH(CH;),COOH (dal latino oleum, olio) 
18:2(A°12) CH;(CH,),CH= Acido cis-,cis-9,12- Acido linoleico 1-5 
CHCH,CH= ottadecadienoico (dal greco linon, lino) 
CH(CH;),C00H 
18:3(A°1315) — CH}CH,CH= Acido cis-,cis-,cis-9,12,15- Acido a-linolenico -11 
CHCH,CH= ottadecatrienoico 
CHCH,CH= 
CH(CH;),COOH 
20:4(A°*11:14)  CH;(CH)jCH= Acido cis-,cis-,cis-,cis- Acido arachidonico -49,5 
CHCH,CH= 5,8,11,14- 
CHCH,CH= icosatetraenoico 
CHCH,CH= 
CH(CH;)3COOH 


* Tutti gli acidi sono indicati nella forma non ionizzata. A pH 7,0 tutti gli acidi grassi liberi hanno il gruppo carbossilico nella forma ionizzata di carbossilato. Si noti che la 
numerazione degli atomi di carbonio inizia dall’atomo di carbonio del gruppo carbossilico. 

#* Il prefisso n- indica la struttura normale non ramificata. Per esempio, dodecanoico significa semplicemente “12 atomi di carbonio”, che potrebbero essere disposti in 
varie forme ramificate e non ramificate. Per gli acidi grassi insaturi è indicata la configurazione di ogni legame doppio; negli acidi grassi dei sistemi biologici la configu- 


razione è quasi sempre cis. 
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L’uomo ha bisogno di acido a-linolenico, un 
PUFA omega 3 (ALA; 18:3(A*!%5) secondo la 
convenzione standard), ma non avendo la capa- 
cità di sintetizzarlo deve ottenerlo con la dieta. A partire 
dall’ALA l’uomo può sintetizzare altri due PUFA ©-3, im- 
portanti per la funzione cellulare: l’acido eicosapentaenoi- 
co [EPA; 20:5(A°*1:!417), mostrato nella Figura 10.1b] e l’a- 
cido docosaesaenoico [DHA; 22:5(A4719:13:16:19)], Uno squi- 
librio fra gli omega-3 e gli omega-6 nella dieta aumenta il 
rischio di malattie cardiovascolari. Il rapporto ottimale tra 
gli omega-6 e gli omega-3 della dieta varia da 1:1 a 4:1. Nel- 
la dieta nordamericana, però, il rapporto è più elevato, e 
raggiunge valori compresi tra 10:1 e 30:1, aumentando co- 
sì il rischio di malattie cardiache e infarto. Nella “dieta me- 
diterranea”, che comporta un minor rischio di malattie 
cardiovascolari ed è più ricca di PUFA omega-3, abbonda- 
no la verdura e il pesce. L'olio derivato dal pesce è partico- 
larmente ricco di EPA e di DHA, e per questo viene pre- 
scritto ai soggetti con una storia pregressa di malattie car- 
diovascolari. O 
Le proprietà fisiche degli acidi grassi e dei composti 
che li contengono sono molto influenzate dalla lunghez- 
za della catena idrocarburica e dal numero di doppi lega- 
mi presenti nella molecola. Le catene idrocarburiche non 
polari sono responsabili della scarsa solubilità degli acidi 
grassi in acqua. L'acido laurico (12:0, M, 200), per esem- 
pio, ha una solubilità di 0,063 mg/g di acqua, molto in- 
feriore a quella del glucosio (M, 180), che corrisponde a 
1100 mg/g di acqua. Quanto più lunga è la catena acilica 
e quanto più è limitato il numero dei doppi legami, tan- 
to più bassa è la sua solubilità in acqua. Il gruppo carbos- 
silico acido è polare (e ionizzato a pH neutro) e da questa 
proprietà dipende la modesta solubilità in acqua degli aci- 
di grassi a catena corta. 
I punti di fusione degli acidi grassi e dei composti che 
li contengono sono fortemente influenzati dalla lunghez- 
za e dal grado di insaturazione della catena idrocarburica. 
A temperatura ambiente (25 °C), gli acidi grassi saturi da 
12:0 a 24:0 hanno una consistenza cerosa, mentre gli acidi 
grassi insaturi con la stessa lunghezza sono liquidi oleosi. 
Questa differenza nei punti di fusione è dovuta a un di- 
verso grado di impacchettamento delle molecole di acidi 
grassi (Figura 10.2). Nei composti completamente saturi, la 
rotazione libera intorno a ogni legame carbonio-carbonio 
conferisce alla catena idrocarburica una grande flessibilità; 
la conformazione più stabile è quella completamente este- 
sa, in cui sono ridotte al minimo le interferenze steriche 
tra atomi vicini. Queste molecole si possono impacchetta- 
re così strettamente da costituire strutture quasi cristal- 
line, i cui atomi stabiliscono legami di van der Waals con 
quelli delle catene vicine. Negli acidi grassi insaturi il dop- 
pio legame cis produce un ripiegamento nella catena idro- 
carburica. Gli acidi grassi con uno o più ripiegamenti non 
possono impacchettarsi così saldamente, come accade agli 
acidi grassi saturi, per cui le loro interazioni con le altre 
molecole sono più deboli. Poiché è necessaria una quanti- 
tà inferiore di energia termica per disorganizzare una di- 
sposizione così poco ordinata di acidi grassi insaturi, essi 
hanno punti di fusione più bassi di quelli degli acidi grassi 
saturi con una catena di lunghezza analoga (Tabella 10.1). 
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(a) Gruppo O (0) (b) "0 (0) 
carbossilico NA NI 
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Catena 
idrocarburica 


(d) Miscela di acidi grassi 
saturi e insaturi 


(c) Acidi grassi 
saturi 


Figura 10.2 Impacchettamento degli acidi grassi in aggregati 
stabili. Limpacchettamento degli acidi grassi dipende dal loro 

grado di saturazione. (a) Due rappresentazioni dell'acido stearico 
completamente saturato 18:0 (stearato a pH 7), mostrato nella sua 
conformazione normale estesa. (b) Il doppio legame cis (in rosso) 
nell'acido oleico 18:1 (A?) (oleato) non permette rotazioni e determina 
un ripiegamento rigido nella coda idrocarburica. Tutti gli altri legami 
possono ruotare liberamente. (c) Gli acidi grassi saturi nella forma 
completamente estesa si impacchettano con una disposizione 

quasi cristallina, stabilizzata da molte interazioni idrofobiche. (d) La 
presenza di uno o più doppi legami cis (in rosso) interferisce con questa 
disposizione e produce aggregati meno stabili. 


Nei vertebrati, gli acidi grassi liberi (acidi grassi non 
esterificati, con il gruppo carbossilico libero) circolano nel 
sangue legati non covalentemente a una proteina traspor- 
tatrice, l’albumina del siero. Gli acidi grassi sono però pre- 
senti nel plasma sanguigno principalmente sotto forma di 
derivati carbossilici, come esteri e come amidi. Mancan- 
do della carica del gruppo carbossilico, questi derivati de- 
gli acidi grassi sono ancora meno solubili in acqua degli 
acidi grassi liberi. 


e  Itriacilgliceroli sono esteri degli acidi grassi 
con il glicerolo 

I lipidi più semplici costruiti a partire dagli acidi grassi so- 
no i triacilgliceroli, chiamati anche trigliceridi, grassi o 
grassi neutri. I triacilgliceroli sono composti da tre acidi 
grassi, legati con legami estere ai gruppi ossidrilici di una 
molecola di glicerolo (Figura 10.3). Quelli che contengono 
lo stesso tipo di acido grasso in tutte e tre le posizioni sono 
detti triacilgliceroli semplici e prendono il nome dall’aci- 
do che contengono. Per esempio, i triacilgliceroli con 16:0, 
18:0 e 18:1 sono rispettivamente la tripalmitina, la tristea- 
rina e la trioleina. La maggior parte dei grassi di origine 
naturale sono triacilgliceroli misti che contengono due o 


Llipidi 371 


372. Ilipidi 


CAP 010 


di 3 
CHoscH 
CIANI 
HO “ch OH 
OH 


Glicerolo 


1-Stearil,2-linoleil,3-palmitil glicerolo, 
un triacilglicerolo misto 


Figura 10.3 Il glicerolo e un triacilglicerolo. Il triacilglicerolo 
misto mostrato qui contiene tre diversi acidi grassi legati allo 
scheletro del glicerolo. Quando vi sono due acidi grassi diversi nelle 
posizioni C-1 e C-3 dei glicerolo, l'atomo C-2 del glicerolo diventa un 
centro chirale (pagina 16). 


più acidi grassi diversi. Per una nomenclatura non ambi- 
gua di questi composti bisogna specificare il nome e la po- 
sizione di ogni singolo acido grasso. 

Poiché i gruppi ossidrilici polari del glicerolo e i gruppi 
carbossilici polari degli acidi grassi sono uniti con legame 
estere, i triacilgliceroli sono molecole non polari, idrofo- 
biche ed essenzialmente insolubili in acqua. I lipidi han- 
no una densità specifica minore di quella dell’acqua, il che 
spiega come mai le miscele di acqua e olio (per esempio il 
condimento per insalata fatto di olio e aceto) siano com- 
poste da due fasi e l’olio, con la densità specifica inferiore, 
galleggi sulla fase acquosa. 


e Itriacilgliceroli sono una riserva energetica 
e fungono da isolamento termico 

Nella maggior parte delle cellule eucariotiche i triacilgli- 
ceroli costituiscono una fase separata sotto forma di mi- 
croscopiche gocce oleose, presenti nel citosol acquoso, 
che servono da depositi di sostanze energetiche. Nei ver- 
tebrati alcune cellule specializzate, chiamate adipociti o 
cellule grasse, conservano grandi quantità di triacilglice- 
roli sotto forma di gocce di grasso che riempiono quasi 
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completamente la cellula (Figura 10.4a). I triacilglicero- 
li sono presenti anche nei semi di alcuni tipi di piante e 
rappresentano il rifornimento di energia e di precurso- 
ri necessari per la germinazione (Figura 10.4b). Gli adi- 
pociti e i semi germinanti contengono lipasi, enzimi che 
catalizzano l’idrolisi dei triacilgliceroli conservati, rila- 
sciando acidi grassi che sono poi esportati nei siti dove vi 
è bisogno di energia. 

Vi sono due significativi vantaggi a usare i triacilglice- 
roli come depositi energetici, rispetto a polisaccaridi come 
il glicogeno o l’amido. Per prima cosa, gli atomi di carbonio 
degli acidi grassi sono più ridotti di quelli degli zuccheri e 
l'ossidazione dei triacilgliceroli rende una quantità di ener- 
gia doppia rispetto a quella liberata da una pari quantità di 
carboidrati. In secondo luogo, poiché i triacilgliceroli so- 
no idrofobici e quindi non idratati, gli organismi che con- 
servano energia sotto forma di grassi non devono traspor- 
tare un peso extra di acqua, quella necessaria per l’idrata- 
zione, che invece è sempre associata ai polisaccaridi di de- 
posito (2 g per ogni grammo di polisaccaride). Nell'uomo 


Figura 10.4 Riserve di grassi nelle cellule. (a) Sezione 
trasversale del tessuto adiposo bianco umano. Ogni cellula 
contiene una goccia di grasso così grande da riempire quasi tutta 
la cellula e schiacciare il nucleo (colorato in rosso) contro la faccia 
interna della membrana plasmatica. (b) Sezione trasversale di una 
cellula di cotiledone di un seme della pianta Arabidopsis. Le grandi 
strutture scure sono corpi proteici, circondati da oli conservati nei 
corpi oleosi più chiari. 
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il tessuto grasso (composto in gran parte da adipociti), è 
localizzato sotto la pelle, nella cavità addominale e nelle 
ghiandole mammarie. Una persona moderatamente obe- 
sa può avere 15-20 kg di triacilgliceroli depositati negli adi- 
pociti, una quantità sufficiente a rifornire l'organismo di 
energia per mesi. Al contrario, la quantità di energia che 
il corpo umano può conservare sotto forma di glicogeno 
è sufficiente per meno di un giorno. I carboidrati come il 
glucosio e il glicogeno offrono alcuni vantaggi come fonte 
immediata di energia metabolica, uno dei quali è proprio 
la loro solubilità in acqua. 

In alcuni animali i triacilgliceroli di deposito sotto la 
pelle non servono soltanto da riserva energetica ma anche 
da isolamento contro le basse temperature. Le foche, i tri- 
chechi, i pinguini e gli altri animali polari a sangue caldo 
sono rivestiti di triacilgliceroli. Negli animali ibernanti (per 
esempio gli orsi) i grandi depositi di grasso accumulati pri- 
ma del letargo servono sia come riserve energetiche sia da 
isolanti termici (vedi il Box 17.1). 


e  L'idrogenazione parziale degli oli durante la cottura 
genera acidi grassi trans 


La maggior parte dei grassi naturali, come quel- 
F li degli oli vegetali, dei latticini e dei grassi ani- 

mali, è una miscela complessa di triacilgliceroli 
semplici e misti, che contengono acidi grassi con catene 
di diversa lunghezza e con diversi gradi di saturazione 
(Figura 10.5). Gli oli vegetali come l’olio di mais e l’olio 
d’oliva sono composti in gran parte da triacilgliceroli con 
acidi grassi insaturi, e quindi sono liquidi a temperatura 
ambiente. I triacilgliceroli che contengono solo acidi gras- 
si saturi, come la tristearina, il componente principale del 
grasso di bue, a temperatura ambiente si presentano so- 
lidi e bianchi. 

Quando i cibi ricchi di lipidi vengono lasciati troppo a 
lungo esposti all’ossigeno dell’aria, si alterano e diventa- 
no rancidi. L'odore e il sapore disgustosi associati alla ran- 
cidezza derivano dalla rottura ossidativa dei doppi legami 
degli acidi grassi insaturi, che produce aldeidi e acidi car- 
bossilici a catena corta, e quindi molto volatili. Al fine di 
aumentare il tempo di conservazione degli oli vegetali usa- 
ti per cucinare, e di aumentare la loro stabilità alle tempe- 
rature che si raggiungono durante la frittura dei cibi, gli 
oli commerciali vengono sottoposti a una parziale idroge- 
nazione. Questo trattamento converte molti dei legami 
doppi cis degli acidi grassi in legami semplici, e aumenta 
la temperatura di fusione degli oli, in modo che essi siano 
vicini allo stato solido a temperatura ambiente (la marga- 
rina viene prodotta dagli oli vegetali con questa procedu- 
ra). Lidrogenazione parziale ha però un altro effetto, pur- 
troppo indesiderabile: alcuni doppi legami cis vengono tra- 
sformati in doppi legami trans. È stato dimostrato che l’as- 
sunzione con la dieta di acidi grassi trans (spesso chiamati 
“orassi trans”) aumenta l’incidenza delle malattie corona- 
riche. Quindi la riduzione o la cessazione dell'assunzione 
di acidi grassi riduce il rischio delle malattie cardiovasco- 
lari. Gli acidi grassi trans aumentano il livello plasmatico 
dei trigliceridi e del colesterolo delle LDL (“cattivo”), e ab- 
bassano il livello di colesterolo delle HDL (“buono”); que- 
sti cambiamenti sono sufficienti da soli ad aumentare il ri- 
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Figura 10.5 Composizione in acidi grassi dei lipidi presenti in 
tre cibi. Olio di oliva, burro e grasso di bue sono costituiti da una 
miscela di triacilgliceroli, con una diversa composizione in acidi 
grassi. Il punto di fusione di questi grassi — e quindi il loro stato fisico 
a temperatura ambiente (25 °C) - dipende dalla loro composizione 

in acidi grassi. L'olio d'oliva contiene molte catene lunghe (C1g e C1g) 
insature ed è quindi liquido a 25 °C. La grande quantità di catene 
lunghe (C;g e Cg) sature nel burro aumenta il suo punto di fusione e il 
burro a 25 °C è solido. Il grasso di bue, che contiene ancora più catene 
lunghe sature, è solido e compatto. 


schio di malattie coronariche. Gli acidi grassi trans posso- 
no avere anche altri effetti dannosi: per esempio, sembra 
che aumentino la risposta infiammatoria, altro fattore di 
rischio di malattie cardiache. (Vedi il Capitolo 21 per una 
descrizione delle LDL e delle HDL - lipoproteine a bassa 
e ad alta densità - del colesterolo e del loro effetto sulla 
salute dell’uomo.) 

Molti “fast food” vengono preparati friggendoli in oli 
vegetali parzialmente idrogenati e quindi contengono ele- 
vate quantità di acidi grassi trans (Tabella 10.2). A causa 
degli effetti nocivi di questi composti, alcuni paesi (per 
esempio la Danimarca) e alcune città (New York e Filadel- 
fia) ne hanno fortemente limitato l’uso nei ristoranti. In 
Danimarca, le patatine fritte di una catena di fast food 0g- 
gi non contengono più acidi grassi trans misurabili, men- 
tre negli Stati Uniti lo stesso prodotto contiene da 5 a 10 
grammi di acidi grassi trans per porzione (Tabella 10.2). 
Gli effetti nocivi degli acidi grassi trans si presentano già 
assumendo quantità di 2-7 grammi al giorno (corrispon- 
denti a 20-60 kcal sulle 2000 kcal della dieta giornaliera; 
si noti che una caloria nutrizionale equivale alla chiloca- 
loria usata dai chimici e dai biochimici; quindi una dieta 
di 2000 calorie equivale a una dieta di 2000 kcal); quindi 
una singola porzione di patatine fritte di un ristorante de- 
gli USA può contenere una quantità di acidi grassi trans 
decisamente nociva per la salute dell’uomo. Molte altre 
preparazioni alimentari, cibi cucinati al forno e merendi- 
ne dei supermercati, contengono quantità altrettanto ele- 
vate di acidi grassi trans. O 


e Lecere fungono da riserve energetiche 

e da idrorepellenti 
Le cere biologiche sono esteri di acidi grassi saturi e insa- 
turi a catena lunga (da C44 a C3g) con alcoli a catena lunga 
(da Cig a C30) (Figura 10.6). I loro punti di fusione (tra 60 
e 100 °C) sono in genere più elevati di quelli dei triacilglice- 
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BM Tabella 10.2 Acidi grassi trans in alcuni tipici “fast food” 
e nelle merendine 


Contenuto di acidi grassi trans 
totali 


In una normale 
porzione (g) 


Come % degli 
acidi grassi 


Patate fritte 4,7-6,1 28-36 
Pesce impanato 5,6 28 
Pollo impanato 5,0 25 
Pizza 1,1 9 
Focaccia di granturco 1,6 22 
Ciambella 2,7 25 
Muffin (dolce) 0,7 14 
Barretta di cioccolato 0,2 2 


Fonte: adattata dalla Tabella 1 di Mozaffarian, D., Katan, M.B., Ascherio, P.H., 
Stampfer, M.]., & Willet,W.C. (2006) Trans fatty acids and cardiovascular disease. 
N. Engl. J. Med. 354, 1604-1605. 

Nota: i dati si riferiscono ad alimenti preparati con olio vegetale parzialmente idro- 
genato nel 2002 negli Stati Uniti. 


roli. Nel plancton, i microrganismi che nuotano liberamente 
e sono alla base della catena alimentare degli animali mari- 
ni, le cere sono la forma principale di conservazione dell’e- 
nergia metabolica. 

Le cere svolgono in natura anche diverse altre funzio- 
ni, correlate alle loro proprietà idrorepellenti e alla loro 
consistenza. Certe ghiandole della pelle dei vertebrati se- 
cernono cere per proteggere i peli e la pelle e per man- 
tenerli flessibili, lubrificati e impermeabili all’acqua. Gli 
uccelli, in particolare quelli acquatici, secernono cere da 
ghiandole poste sul becco e lisciano le penne per render- 
le impermeabili all’acqua. Le foglie lucide dell’agrifoglio, 
dei rododendri, dell’edera velenosa e di molte piante tro- 
picali sono rivestite da uno strato di cera che le protegge 
dall’aggressione di parassiti e impedisce un’eccessiva eva- 
porazione di acqua. 

Le cere biologiche trovano varie applicazioni nelle in- 
dustrie farmaceutiche, cosmetiche e altre. La lanolina (dal- 
la lana di pecora), la cera delle api (Figura 10.6), la cera 
di carnauba (dalla palma brasiliana), l'olio spermacetico 
(dal capodoglio) sono usati per produrre lozioni, unguen- 
ti e vernici. 


SOMMARIO 10.1 
I lipidi di riserva 

e I lipidi sono componenti cellulari insolubili, struttural- 
mente diversificati, che possono essere estratti con sol- 
venti non polari. 

e Quasi tutti gli acidi grassi, i componenti idrocarburici 
di molti lipidi, hanno un numero pari di atomi di car- 
bonio (generalmente da 12 a 24). Essi possono essere 
saturi o non saturi, con i doppi legami quasi sempre 
nella configurazione cis. 

e I triacilgliceroli contengono tre molecole di acidi 
grassi esterificati ai tre gruppi ossidrilici del glicero- 
lo. I triacilgliceroli semplici contengono solo un tipo 
di acido grasso; i triacilgliceroli misti ne contengono 
due o tre. I triacilgliceroli fungono principalmente 
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CH 3(CHa2)43-C-0-CH>-(CHo)2g8 CH 3 
_—___yP—_____________ 


1-Triacontanolo 


Acido palmitico 


Figura 10.6 Cere biologiche. (a) Il triacontanilpalmitato, il 
principale componente della cera delle api, è un estere dell'acido 
palmitico con l'alcol triacontanolo. (b) Un alveare costruito con la cera 
delle api è solido a 25 °C e completamente impermeabile all'acqua. 


da grassi di riserva (o di deposito), e sono presenti in 
molti alimenti. 

e Lidrogenazione parziale degli oli vegetali che si effet- 
tua nell’industria alimentare converte alcuni doppi 
legami cis nella configurazione trans. Gli acidi grassi 
trans sono un importante fattore di rischio di malattie 
coronariche. 


I lipidi strutturali delle membrane 


Le strutture portanti delle membrane biologiche sono co- 
stituite da un doppio strato lipidico che agisce come una 
barriera al passaggio di molecole polari e ioni. I lipidi di 
membrana sono anfipatici: un’estremità della molecola è 
idrofobica e l’altra è idrofilica. Le interazioni idrofobiche 
tra molecola lipidica e molecola lipidica e quelle idrofili- 
che tra molecole lipidiche e l’acqua determinano la dispo- 
sizione di queste strutture in foglietti, detti doppi strati di 
membrana. In questa sezione analizzeremo cinque tipi 
di lipidi di membrana: i glicerofosfolipidi, in cui le regio- 
ni idrofobiche sono costituite da due catene di acidi gras- 
si legate al glicerolo; i galattolipidi e i solfolipidi che con- 
tengono anche due acidi grassi esterificati al glicerolo, ma 
mancano del caratteristico fosfato dei fosfolipidi; i lipidi 
con quattro legami etere degli archea in cui due catene al- 
chiliche molto lunghe sono legate con legame etere al gli- 
cerolo a entrambe le estremità; gli sfingolipidi, in cui una 
catena di acido grasso è unita a un’ammina a catena lun- 
ga, la sfingosina; gli steroli, composti caratterizzati da un 
sistema rigido di quattro anelli idrocarburici fusi. 


CAPITOLO 10 
I lipidi 
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Figura 10.7 Alcuni tipi comuni di lipidi di riserva e dimembrana. 
Tutti i tipi di lipidi qui mostrati hanno come scheletro il glicerolo o la 
sfingosina (riquadri in rosa) ai quali sono attaccati uno o più gruppi 
alchilici a catena lunga (giallo) e un gruppo di testa polare (azzurro). 
Nei triacilgliceroli, nei glicerofosfolipidi, nei galattolipidi e nei 
solfolipidi i gruppi alchilici sono acidi grassi legati con legame estere. 
Gli sfingolipidi contengono un singolo acido grasso, uniti da un 


Le parti idrofiliche in questi composti anfipatici pos- 
sono essere costituite da un unico gruppo —OH posto a 
un'estremità del sistema ad anelli degli steroli, o da grup- 
pi chimici molto più complessi. Nei glicerofosfolipidi e in 
alcuni sfingolipidi la testa polare è unita alla parte idro- 
fobica della molecola da un legame (ponte) fosfodiestere; 
questi sono i fosfolipidi. Altri sfingolipidi non hanno grup- 
pi fosforici, ma la loro testa polare contiene zuccheri sempli- 
ci o complessi; essi sono i glicolipidi (Figura 10.7). All’inter- 
no di questi gruppi di lipidi di membrana esiste una enorme 
eterogeneità molecolare, risultato delle diverse combinazio- 
ni possibili fra le “code” degli acidi grassi e le “teste” polari. 
La disposizione di questi lipidi nelle membrane e le rego- 
le strutturali e funzionali che li governano sono trattate nel 
prossimo capitolo. 


e |glicerofosfolipidi sono derivati dell'acido fosfatidico 

I glicerofosfolipidi, chiamati anche fosfogliceridi, sono 
lipidi di membrana, in cui due acidi grassi sono legati con 
legame estere al primo e al secondo atomo di carbonio 
del glicerolo, mentre un gruppo molto polare, o carico, 
è legato tramite un legame fosfodiestere al terzo atomo 
di carbonio. Il glicerolo è una molecola prochirale; non 
possiede atomi di carbonio asimmetrici, ma il legame di 
un fosfato a una estremità lo converte in una molecola 
chirale, che può essere correttamente chiamata L-glice- 
rolo 3-fosfato, p-glicerolo 1-fosfato, o sn-glicerolo 3-fosfa- 
to (Figura10.8). I glicerofosfolipidi prendono il nome dal 
composto precursore, l’acido fosfatidico (Figura 10.9), a 
seconda della natura del gruppo alcolico della testa pola- 
re. Per esempio, la fosfatidilcolina e la fosfatidiletanolam- 
mina contengono la colina e l’etanolammina come teste 
polari. In tutti questi composti la testa polare è unita al 
glicerolo tramite un legame fosfodiestere, in cui il grup- 
po fosforico ha una carica negativa a pH neutro. L’alcol 
può essere carico negativamente (come nel fosfatidilino- 
sitolo 4,5-bisfosfato), neutro (come nella fosfatidilserina) 
o carico positivamente (come nella fosfatidilcolina e nel- 
la fosfatidiletanolammina). Come vedremo nel Capitolo 


legame ammidico allo scheletro della sfingosina. I lipidi di membrana 
degli archea sono variabili; quello mostrato qui ha due catene 
alchiliche ramificate molto lunghe e ciascuna estremità è legata con 
legame etere a una molecola di glicerolo. Nei fosfolipidi il gruppo 
polare di testa è unito mediante un legame fosfodiestere, mentre i 
glicolipidi hanno un legame glicosidico diretto fra lo zucchero della 
testa polare e lo scheletro del glicerolo. 


11, le cariche contribuiscono in modo determinante alle 
proprietà delle membrane. 

Gli acidi grassi dei glicerofosfolipidi possono variare 
considerevolmente, in modo che un determinato fosfo- 
lipide (per esempio la fosfatidilcolina) può in realtà esse- 
re costituita da più specie molecolari, ciascuna delle quali 
ha una specifica composizione in residui di acidi grassi. La 
distribuzione delle specie molecolari è specifica per i di- 
versi organismi e per i diversi tessuti di uno stesso organi- 
smo, e anche per i differenti glicerofosfolipidi nella stessa 
cellula o nello stesso tessuto. In generale, i glicerofosfoli- 
pidi contengono un acido grasso saturo a 16 o a 18 atomi 
di carbonio in posizione C-1 e un acido grasso insaturo a 


!CH,0H 
HO-?2C=<H 0 ] 
3CH, 


L-Glicerolo 3-fosfato (sn-glicerolo 3-fosfato) 


Figura 10.8 L-Glicerolo 3-fosfato, lo scheletro dei fosfolipidi. 

Il glicerolo di per sé non è una molecola chirale, poiché ha un piano 
di simmetria attraverso il C-2. Tuttavia, il glicerolo è prochirale, perché 
può essere convertito in un composto chirale mediante l'addizione 
di un sostituente come il fosfato a uno dei gruppi —CH,0H. Una 
nomenclatura non ambigua per il glicerolo fosfato è il sistema D, L 
(descritto a pagina 81) in cui gli isomeri sono denominati secondo 

le loro relazioni stereochimiche con gli isomeri della gliceraldeide. 
Secondo questo sistema, lo stereoisomero del glicerolo che si trova 
in molti lipidi è correttamente denominato L-glicerolo 3-fosfato 
oppure p-glicerolo 1-fosfato. Un altro modo per specificare gli 
stereoisomeri è il sistema RS di numerazione stereospecifica (sn) in 
cui il C-1 è per definizione il gruppo del composto prochirale che 
occupa la posizione pro-S. La forma comune del glicerolo fosfato nei 
fosfolipidi è, secondo questo sistema, sn-glicerolo 3-fosfato (in cui il 
carbonio C-2 è in configurazione R). Negli archea, il glicerolo nei lipidi 
è nell'altra configurazione, ovvero p-glicerolo 3-fosfato. 
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Figura 10.9 |glicerofosfolipidi.|glicerofosfolipidi più comuni sono 
diacilgliceroli legati ad alcoli polari mediante un legame fosfodiestere. 
L'acido fosfatidico, un fosfomonoestere, è il precursore di questi 
composti. Ogni derivato prende il nome dal gruppo alcolico polare (X), 
preceduto dal prefisso “fosfatidil-". Nella cardiolipina, due molecole di 


18 o a 20 atomi di carbonio in posizione C-2. Salvo poche 
eccezioni, il significato biologico di questa variabilità nel- 
la distribuzione degli acidi grassi e delle teste polari non è 
stato ancora chiarito. 


e  Alcuniglicerofosfolipidi hanno acidi grassi legati tramite 
legami etere 

Alcuni tessuti animali e alcuni organismi unicellulari sono 

ricchi di lipidi-etere, in cui una delle due catene aciliche 

è legata al glicerolo con un legame etere invece che este- 

re. La catena legata con un legame etere può essere satu- 
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Glicerolo î 


A 
0/ OSS 
Gruppo 
sostituente 


O (testa) 


Carica netta 


Formula di X (a pH 7,0) 


acido fosfatidico condividono la stessa molecola di glicerolo. R ed R, 
sono acidi grassi. *Si noti che nel fosfatidilinosotolo 4,5-bisfosfato, 
ciascun estere fosforico ha una carica di circa -1,5; uno dei gruppi 
gruppi —OH a pH 7 è solo parzialmente carico. 


ra, come nei lipidi-etere alchilici, oppure può contenere 
un doppio legame tra il C-1 e il C-2, come nei plasmaloge- 
ni (Figura 10.10). Il tessuto cardiaco dei vertebrati è par- 
ticolarmente ricco di lipidi-etere; per circa la metà i fosfo- 
lipidi del cuore sono plasmalogeni. Anche le membrane 
dei batteri alofili, dei protisti ciliati e di certi invertebrati 
contengono elevate quantità di lipidi-etere. Il significato 
funzionale di questi lipidi-etere nella membrana è anco- 
ra sconosciuto; è probabile che conferiscano alla membra- 
na una resistenza alle fosfolipasi che staccano dai lipidi gli 
acidi grassi legati con legami estere. 
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Figura 10.10 Ilipidi-etere.|plasmalogeni hanno una catena 
alchenilica legata con un legame etere dove i glicerofosfolipidi hanno 
un acido grasso unito con il tipico legame estere (si confronti con 
la Figura 10.9). Il fattore che attiva le piastrine ha una lunga catena 
alchilica legata con un legame etere all'atomo C-1 del glicerolo, 
piastrine, è un importante segnale molecolare. 
Esso viene rilasciato dai leucociti del sangue chia- 
mati basofili e stimola l'aggregazione delle piastrine e la 
secrezione di serotonina (un vasocostrittore) da parte del- 
le piastrine stesse. Esercita anche molti effetti sul fegato, 
sul muscolo liscio, sul cuore, sull’utero e sui polmoni, e ha 


funzioni rilevanti nell’infiammazione e nella risposta al- 


lergica. O 


Almeno un lipide-etere, il fattore che attiva le 


e cloroplasti contengono galattolipidi e solfolipidi 

Il secondo gruppo di lipidi di membrana è quello che pre- 
domina nelle cellule delle piante, i galattolipidi, in cui 
uno o due residui di galattosio sono uniti da un legame 
glicosidico al C-3 di un 1,2-diacilglicerolo (Figura 10.11; 
vedi anche la Figura 10.7). I galattolipidi sono localizza- 
ti nelle membrane dei tilacoidi (membrane interne) dei 
cloroplasti e costituiscono dal 70% all’80% dei lipidi tota- 
li di membrana di una pianta vascolare. Essi sono quindi 
tra i lipidi di membrana più abbondanti nella biosfera. Il 
fosfato, tra i nutrienti presenti nel suolo, è spesso quello 
limitante per le piante, e forse la pressione evolutiva per 
conservare il fosfato per le funzioni più importanti ha fa- 


Figura 10.11 Due glicolipidi 
delle membrane tilacoidi 

del cloroplasto. Nei 
monogalattosildiacilgliceroli (MGDG) 
e nei digalattosildiacilgliceroli 
(DGDG) entrambi i gruppi acilici 
sono poliinsaturi e le teste polari non 
sono cariche. 
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ma è legato con legame estere a una molecola di acido acetico, 

il che rende questa molecola molto più solubile in acqua della 
maggior parte dei plasmalogeni o dei glicerofosfolipidi. Nei 
plasmalogeni la testa polare alcolica è l'etanolammina, nel fattore 
che attiva le piastrine è la colina. 


vorito le piante che producevano lipidi senza gruppi fo- 
sforici. Le membrane delle cellule vegetali contengono 
anche solfolipidi in cui un residuo di zucchero solfona- 
to è unito a un diacilglicerolo mediante legame glicosidi- 
co. Nei solfolipidi il gruppo solforico della testa conferi- 
sce una carica fissa negativa come quella del gruppo fo- 
sforico nei fosfolipidi. 


e Gliarchea contengono peculiari lipidi di membrana 

Alcuni archea, quelli che vivono in nicchie ecologiche 
che presentano condizioni estreme come per esempio 
alte temperature (acqua bollente), basso pH e alta for- 
za ionica, possiedono lipidi di membrana contenenti 
lunghe catene di idrocarburi ramificati (32 carboni) 
le cui estremità sono legate al glicerolo (Figura 10.12). 
Questi sono legami etere molto più stabili all’idrolisi a 
basso pH e alta temperatura rispetto ai legami estere 
che si trovano negli eubatteri e negli eucarioti. Nella 
forma completamente estesa, questi lipidi degli archea 
hanno una lunghezza doppia rispetto ai fosfolipidi e agli 
sfingolipidi e attraversano per intero la membrana pla- 
smatica. A ogni estremità della molecola estesa vi è una 
testa polare che consiste di glicerolo legato a un gruppo 
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Figura 10.12 Un insolito lipide di membrana presente solamente in alcuni archea. In questo lipide diftanile 


aGlc(B1—2)Gal-1 


tetraetere, le molecole di diftanile (giallo) sono lunghi idrocarburi costituiti da otto unità isopreniche a cinque atomi 


di carbonio, condensate coda contro coda (sulla condensazione delle unità isopreniche vedi la Figura 21.36 e inoltre si 
confrontino i gruppi diftanilici con le catene laterali fitoliche a 20 atomi di carbonio della clorofilla nella Figura 19.49a). 
In questa forma estesa, i gruppi diftanilici sono lunghi circa il doppio di un tipico acido grasso a 16 atomi di carbonio 
che si trova nei lipidi della membrana degli eubatteri e degli eucarioti. Le molecole di glicerolo nei lipidi degli archea 
sono in configurazione R, a differenza di quelle degli eubatteri e degli eucarioti che hanno configurazione S.1 lipidi 
degli archea differiscono per i sostituenti sui gliceroli. Nella molecola qui mostrata, un glicerolo è legato al disaccaride 
a-glucopiranosil-(1-2)-B-galattofuranosio; l’altro glicerolo è legato a una testa polare costituita da glicerolo fosfato. 


fosforico oppure ad alcuni residui di uno zucchero. Il 
nome generale di questi composti, gliceroldialchilglice- 
rolo tetraetere (GDGT), riflette la loro peculiare struttu- 
ra. La molecola di glicerolo dei lipidi degli archea non è 
lo stesso stereoisomero di quello che si trova nei lipidi di 
eubatteri ed eucarioti; il carbonio centrale è nella con- 
figurazione R negli archea, nella configurazione S negli 
altri domini (vedi la Figura 10.8). 


e  Glisfingolipidi sono derivati della sfingosina 

Anche gli sfingolipidi, la quarta grande classe di lipidi di 
membrana, hanno una testa polare e due code non polari 
ma, a differenza dei glicerofosfolipidi e dei galattolipidi, 
non contengono glicerolo. Gli sfingolipidi sono composti 
da una molecola di sfingosina, un amminoalcol a catena 
lunga, detto anche 4-sfingenina, o da un suo derivato, da 
una molecola di acido grasso a catena lunga e da una testa 
polare alcolica unita in alcuni casi da un legame glicosidico, 
in altri da un ponte fosfodiestere (Figura 10.13). 

Gli atomi di carbonio C-1, C-2 e C-3 della sfingosina so- 
no strutturalmente analoghi ai tre atomi di carbonio del 
glicerolo nei glicerofosfolipidi. Quando una molecola di 
acido grasso si lega mediante un legame ammidico al grup- 
po —NH; sull’atomo C-2 della sfingosina, si forma un ce- 
ramide, che è strutturalmente simile a un diacilglicero- 
lo. Il ceramide è l’unità fondamentale comune a tutti gli 
sfingolipidi. 

Vi sono tre sottoclassi di sfingolipidi, tutte derivate dal 
ceramide, ma diverse per le loro teste polari: le sfingomie- 
line, i glicolipidi neutri (non dotati di carica) e i gangliosi- 
di. Le sfingomieline contengono fosfocolina o fosfoetano- 
lammina come testa polare, per cui possono essere classifi- 
cate fra i glicerofosfolipidi come fosfolipidi (vedi la Figura 
10.7). Le sfingomieline hanno proprietà generali e strut- 
tura tridimensionale simili a quelle della fosfatidilcolina 
e non hanno una carica netta nella loro testa polare (Figu- 
ra 10.14). Le sfingomieline sono presenti nella membrana 
plasmatica delle cellule animali e sono abbondanti nella 


mielina, una guaina membranosa che circonda e isola gli 
assoni di alcuni neuroni, da cui il nome di “sfingomieline”. 

I glicosfingolipidi, localizzati in grande abbondan- 
za sulla superficie esterna delle membrane plasmatiche, 
hanno una testa polare costituita da uno o più zucche- 
ri legati direttamente al gruppo —OH del C-1 del cera- 
mide; essi non contengono fosfato. I cerebrosidi hanno 
una singola unità saccaridica legata a un ceramide; quelli 
con galattosio si trovano nella membrana plasmatica del 
tessuto neurale e quelli con glucosio sono nella membra- 
na plasmatica di cellule di tessuti diversi da quello ner- 
voso. I globosidi sono glicosfingolipidi neutri (non dota- 
ti di cariche) con due o più zuccheri, di solito p-glucosio, 
p-galattosio o N-acetil-p-galattosammina. I cerebrosidi e 
i globosidi sono qualche volta chiamati glicolipidi neu- 
tri in quanto a pH 7 non possiedono cariche. 

I gangliosidi, gli sfingolipidi più complessi, hanno te- 
ste polari formate da oligosaccaridi complessi, che termi- 
nano con uno o più residui di acido N-acetilneurammi- 
nico (Neu5Ac), un acido sialico (spesso detto semplice- 
mente “acido sialico”). Eacido sialico fornisce ai ganglio- 
sidi una carica negativa a pH 70 che li distingue dai glo- 
bosidi. I gangliosidi con un solo residuo di acido sialico 
appartengono alla serie GM (M sta per “mono-”); quelli 
con due residui di acido sialico appartengono alla serie 
GD (D sta per “di-”) e così via (GT, tre residui di acido sia- 
lico; GQ, quattro). 
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Nome dello sfingolipide 


Ceramide 


Sfingomielina 


Glicolipidi neutri 
Glucosilcerebroside 


Lattosilceramide 
(un globoside) 


Ganglioside GM2 


Johann Thudichum, 
1829-1901 


Figura 10.13 Gli sfingolipidi. | primi tre atomi di carbonio 
all'estremità polare della sfingosina sono analoghi ai tre atomi di 
carbonio del glicerolo nei glicerofosfolipidi. Il gruppo amminico 
sull'atomo C-2 è legato con un legame ammidico a un acido grasso. 
Gli acidi grassi presenti negli sfingolipidi sono di solito saturi o 
monoinsaturi e contengono 16, 18, 22 o 24 atomi di carbonio. Il 
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e  Glisfingolipidi sulla superficie cellulare servono 

come siti per il riconoscimento biologico 
Quando gli sfingolipidi vennero scoperti più di cento anni 
fa dal medico e chimico Johann Thudichum, la loro funzio- 
ne sembrò enigmatica come la Sfinge. Il nome che venne 
dato dallo stesso Thudichum a questi composti deriva da 
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ceramide è il precursore di questi composti. Gli altri sfingolipidi 
differiscono per la natura chimica della testa polare (X) legata al C-1. 
I gangliosidi hanno teste polari costituite da oligosaccaridi molto 
complessi. | simboli standard usati in questa figura sono quelli della 
Tabella 7.1. 


Figura 10.14 Le strutture molecolari dei 
? due tipi di classi di lipidi dimembrana sono 
simili. La fosfatidilcolina (un glicerofosfolipide) 
e la sfingomielina (uno sfingolipide) hanno 
dimensioni e proprietà fisiche simili, ma 
probabilmente svolgono ruoli differenti 
all'interno dellamembrana. 


Fosfocolina 


questa considerazione. Oggi sappiamo che sono presenti 
nelle membrane cellulari umane almeno 60 tipi di sfingo- 
lipidi. Molti di essi sono particolarmente abbondanti nelle 
membrane plasmatiche dei neuroni, altri sono con gran- 
de probabilità siti di riconoscimento sulla superficie della 
cellula, ma solo di pochi è stata riconosciuta una specifi- 
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Ceramide Antigene O 


Antigene A 


Antigene B 


Figura 10.15 Y Iglicosfingolipidi come determinanti 

dei gruppi sanguigni. | gruppi sanguigni dell'uomo (0, A, B) 

sono determinati in parte dai gruppi oligosaccaridici di questi 
glicosfingolipidi. Gli stessi tre oligosaccaridi sono legati anche a certe 
proteine del sangue in individui rispettivamente con i tre gruppi 
sanguigni O, A o B, . | simboli standard degli zuccheri sono quelli 
riportati nella Tabella 7.1. 


ca funzione. I residui oligosaccaridici di alcuni tipi di sfin- 
golipidi sono i determinanti dei gruppi sanguigni umani, 
e permettono di stabilire quale tipo di sangue può essere 
trasfuso in un paziente (Figura 10.15). 

I gangliosidi sono particolarmente abbondanti sulla 
superficie esterna delle cellule, dove fungono da siti di 
riconoscimento di molecole extracellulari o di moleco- 
le legate alla superficie delle cellule circostanti. I tipi e le 
quantità di gangliosidi delle membrane plasmatiche cam- 
biano radicalmente durante lo sviluppo embrionale. La 
formazione dei tumori induce la sintesi di nuove forme 
di gangliosidi, mentre una bassa concentrazione di uno 
specifico ganglioside induce la differenziazione di cellu- 
le tumorali coltivate in vitro. Lo studio dei ruoli biologi- 
ci dei diversi gangliosidi rimane un settore di ricerca as- 
sai promettente. 


e |fosfolipidie gli sfingolipidi vengono degradati 

nei lisosomi 
La maggior parte delle cellule degrada e sostituisce conti- 
nuamente i suoi lipidi di membrana. La degradazione av- 
viene nei lisosomi, dove esistono enzimi idrolitici specifi- 
ci per ogni tipo di legame (Figura 10.16). Le fosfolipasi di 
tipo A rimuovono uno dei due acidi grassi, producendo 
un lisofosfolipide (queste esterasi non attaccano il lega- 
me etere dei plasmalogeni). Le lisofosfolipasi rimuovono 
l’acido grasso rimasto. 

I gangliosidi vengono degradati da una serie di enzimi 
lisosomiali che catalizzano la rimozione delle unità zuc- 
cherine, una per volta, generando un ceramide. Un difet- 
to genetico che interessi uno qualunque di questi enzimi 
lisosomiali porta all’accumulo di gangliosidi nella cellu- 
la, con gravi conseguenze di carattere clinico (Box 10.1). 
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Figura 10.16 Specificità delle fosfolipasi. Le fosfolipasi A, e A) 
idrolizzano i legami estere dei glicerofosfolipidi rispettivamente a 
livello di C-1 e C-2 del glicerolo. Una volta che le fosfolipasi A hanno 
staccato uno degli acidi grassi, il secondo viene rimosso da una 
lisofosfolipasi (non mostrata). Le fosfolipasi C e D scindono uno dei 
legami fosfodiestere della testa polare. Alcune fosfolipasi agiscono 
solo su un tipo di glicerofosfolipide, come il fosfatidilinositolo 
4,5-bisfosfato (mostrato nella figura) o sulla fosfatidilcolina; altre sono 
meno specifiche. 


e  Glisteroli sono formati da quattro anelli carboniosi fusi 

Gli steroli sono lipidi strutturali presenti nella membrana 
di molte cellule eucariotiche. La caratteristica strutturale 
di questo quinto gruppo di lipidi di membrana è il nucleo 
steroideo costituito da quattro anelli fusi, tre a sei atomi 
di carbonio e uno a cinque atomi (Figura 10.17). Il nucleo 
steroideo è quasi planare e relativamente rigido; gli anelli 
fusi non consentono nessuna rotazione intorno ai legami 
CTC. Il colesterolo, il principale sterolo dei tessuti ani- 
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Figura 10.17 Il colesterolo. In questa struttura chimica del 
colesterolo gli anelli sono numerati da A a D, per semplificare il 
riferimento ai numerosi derivati del nucleo steroideo; gli atomi di 
carbonio sono numerati. Il gruppo ossidrilico in C-3 (in azzurro) 
rappresenta la testa polare. Per il deposito e il trasporto del 
colesterolo, il gruppo ossidrilico si lega a un acido grasso, formando 
un estere del colesterolo. 
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Box 10.1 MEDICINA Alcune malattie ereditarie dell’uomo derivano da un accumulo anormale di lipidi 


di membrana nei tessuti 


I lipidi polari delle membrane sono soggetti a un con- 
tinuo ricambio metabolico, e la velocità della sintesi 
controbilancia normalmente quella di demolizione. La 
demolizione dei lipidi è promossa da enzimi idrolitici 
lisosomiali in grado di rompere legami covalenti specifici. 
Quando la degradazione di uno sfingolipide non può 
avvenire per un difetto presente su uno di questi enzimi 
idrolitici (Figura 1), nei tessuti si accumulano prodotti 
della parziale degradazione del lipide, causando danni 
considerevoli. 

Per esempio, la malattia di Niemann-Pick è causata da 
un raro difetto genetico dell’enzima idrolitico sfingomie- 
linasi, che stacca la fosfocolina dalla sfingomielina. La 
sfingomielina si accumula nel cervello, nella milza e nel 
fegato. La malattia diventa evidente già nell’infanzia e 
causa ritardo mentale e morte precoce. 


Molto più comune è invece la malattia di Tay-Sachs, in 
cui il ganglioside GM2 si accumula nel cervello e nella 
milza per la mancanza dell’enzima esosamminidasi A 
(Figura 2). I sintomi della malattia di Tay-Sachs sono un 
progressivo ritardo nello sviluppo, paralisi, cecità e morte 
all’età di 3 0 4 anni. 

Il consultorio genetico può fare previsioni e informare 
sull’ereditarietà di queste malattie. Sono stati appron- 
tati esami specifici per identificare la presenza di enzimi 
anormali negli aspiranti genitori; inoltre l’analisi del DNA 
può determinare con esattezza la natura del difetto e 
il rischio cui è sottoposta la prole. Una volta iniziata la 
gravidanza si possono analizzare nello stesso modo le 
cellule del feto ottenute da un campione della placenta 
(biopsia dei villi coriali) o dal liquido che circonda il feto 
(amniocentesi). 


Figura 1 Vie di demolizione del GM1, del globoside e della sfingomielina fino a 
ceramide. Un difetto dell'enzima che idrolizza una particolare tappa è indicato col 
simbolo ®. A fianco è indicata la malattia causata dall'accumulo del prodotto di una 
degradazione parziale del lipide. 
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mali, è anfipatico, con una testa polare (il gruppo ossidri- 
lico sull’atomo C-3) e un corpo idrocarburico non polare (il 
nucleo steroideo e la catena laterale sull’atomo C-17), nel- 
la sua forma estesa lungo come un acido grasso a 16 atomi 
di carbonio. In altri eucarioti sono presenti steroli simili; 
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frammento di una cellula del 
cervello di un bambino affetto 
dalla malattia di Tay-Sachs, 
ottenuto post mortem, che 
mostra gli abnormi depositi di 
gangliosidi nei lisosomi. 
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per esempio, lo stigmasterolo si trova nelle piante e l’er- 
gosterolo nei funghi. I batteri non sono in grado di sinte- 
tizzare gli steroli; alcune specie però possono incorporare 
steroli esogeni nelle loro membrane. Gli steroli di tutte le 
specie eucariotiche sono sintetizzati da semplici subunità 
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isopreniche a cinque atomi di carbonio, così come le vita- 
mine liposolubili, i chinoni e i dolicoli, che esamineremo 
nella Sezione 10.3. 

Oltre a essere costituenti delle membrane, gli steroli 
servono anche come precursori di diversi prodotti con spe- 
cifiche attività biologiche. Gli ormoni steroidei, per esem- 
pio, sono potenti segnali biologici che regolano l’espres- 
sione genica. Gli acidi biliari sono derivati polari del co- 
lesterolo e agiscono da detergenti nell'intestino, emulsio- 
nando i grassi della dieta per renderli più accessibili all’a- 
zione digestiva delle lipasi. 
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Torneremo al colesterolo e agli steroli in altri capito- 
li, per considerare il ruolo strutturale del colesterolo nel- 
le membrane (Capitolo 11), le vie di segnale indotte dagli 
ormoni steroidei (Capitolo 12), la via di biosintesi del co- 
lesterolo e il suo trasporto mediante le lipoproteine (Ca- 
pitolo 21). 


SOMMARIO 10.2 
I lipidi strutturali delle membrane 

e I lipidi polari, con le teste polari e le code non polari, 
sono i principali componenti delle membrane. I più 
abbondanti sono i glicerofosfolipidi, che contengono 
acidi grassi esterificati a due gruppi ossidrilici del gli- 
cerolo, e un secondo alcol, la testa polare, esterificato 
al terzo ossidrile del glicerolo, attraverso un legame fo- 
sfodiestere. Altri lipidi polari sono gli steroli. 

e I glicerofosfolipidi differiscono per la struttura della 
loro testa polare; i glicerofosfolipidi più comuni sono 
la fosfatitiletanolammina e la fosfatitilcolina. Le teste 
polari dei glicerofosfolipidi sono cariche a pH vicini a 7 

e Le membrane dei cloroplasti sono ricche di galattoli- 
pidi, formati da diacilglicerolo, a cui sono legati uno o 
due residui di galattosio, e da solfolipidi, diacilgliceroli 
a cui è legato un residuo di zucchero solforilato, e che 
quindi contengono una testa polare carica negativa- 
mente. 

e Gli archea hanno lipidi di membrana caratteristici, con 
lunghe catene carboniose alchiliche unite con legame 
etere al glicerolo a livello di ambedue le estremità, e 
con residui di zucchero e/o fosfato legati al glicerolo, 
che fungono da testa polare o carica. Questi lipidi sono 
stabili nelle condizioni estreme, in cui vivono questi 
archea. 

e Gli sfingolipidi contengono la sfingosina, un ammino- 
alcol alifatico a catena lunga, ma non il glicerolo. La 
sfingomielina è costituita, oltre che dal fosfato e dalla 
colina, anche da due lunghe catene idrocarburiche, 
una fornita da un acido grasso, l’altra dalla sfingosina. 
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Altre tre classi di sfingolipidi sono i cerebrosidi, i glo- 
bosidi, e i gangliosidi, che contengono residui di zuc- 
cheri. 

e Gli steroli contengono quattro anelli fusi e un gruppo 
ossidrilico. Il colesterolo, lo sterolo più abbondante 
negli animali, è sia un componente strutturale delle 
membrane, sia un precursore di un’ampia gamma di 
steroidi. 


I lipidi come segnali, cofattori e pigmenti 


Le due classi funzionali di lipidi finora considerate (lipidi 
di riserva e lipidi strutturali) sono fra i principali compo- 
nenti cellulari. I lipidi di membrana rappresentano dal 5% 
al 10% del peso secco della cellula, mentre i lipidi di riserva 
giungono fino all'80% della massa dell’adipocita. A parte 
alcune eccezioni rilevanti, questi lipidi svolgono nella cel- 
lula un ruolo passivo. Come sostanze nutrienti sono con- 
servati fino a che non vengono ossidati enzimaticamen- 
te, mentre i lipidi di membrana formano una barriera che 
circonda la cellula e i compartimenti cellulari. Altri lipidi, 
presenti in quantità nettamente inferiori, svolgono ruoli 
attivi nel traffico metabolico, sotto forma di metaboliti o 
messaggeri. Alcuni fungono da importanti segnali, come 
gli ormoni, trasportati nel sangue da un tessuto all’altro, 
altri fungono da messaggeri intracellulari, generati in ri- 
sposta a un segnale extracellulare (come un ormone o un 
fattore di crescita). Altri ancora fungono da cofattori en- 
zimatici nelle reazioni di trasferimento degli elettroni nei 
cloroplasti e nei mitocondri, o nel trasferimento di residui 
di carboidrati in diverse reazioni di glicosilazione. Un terzo 
gruppo di lipidi ha un sistema di doppi legami coniugati: 
si tratta di pigmenti che assorbono la luce visibile. Alcu- 
ni catturano la luce nei processi della visione e della foto- 
sintesi, altri producono colorazioni naturali, come l’aran- 
cione delle zucche e delle carote e il giallo delle piume dei 
canarini. Infine, un vasto gruppo di lipidi volatili, prodotti 
dalle piante, comprende lipidi che fungono da segnali che 
si trasmettono nell’ambiente e che permettono alle pian- 
te di comunicare fra loro, o di richiamare animali amici e 
dissuadere i nemici. In questa sezione prenderemo in esa- 
me alcuni di questi lipidi biologicamente attivi. Nei capito- 
li successivi considereremo più in dettaglio la loro sintesi 
e il loro ruolo biologico. 


e  Ilfosfatidilinositolo e i derivati della sfingosina 
agiscono da segnali intracellulari 

Il fosfatidilinositolo e i suoi derivati fosforilati agiscono a 
diversi livelli per regolare la struttura e il metabolismo del- 
la cellula. Nella faccia citoplasmatica (interna) delle mem- 
brane cellulari, il fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato (vedi la 
Figura 10.16) funge da riserva di molecole segnale che ven- 
gono rilasciate all’interno della cellula in risposta a segnali 
extracellulari che interagiscono con specifici recettori cel- 
lulari. Segnali extracellulari, come l'ormone vasopressina, 
attivano una specifica fosfolipasi C, localizzata sulla mem- 
brana, che idrolizza il fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato, for- 
mando due prodotti, che agiscono da messaggeri intracel- 
lulari: l’inositolo 1,4,5-trisfosfato (IP:), solubile in acqua, e 
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il diacilglicerolo, che rimane associato alla membrana pla- 
smatica. L'IP; stimola il rilascio del Ca?* dal reticolo en- 
doplasmatico, mentre il diacilglicerolo e l’elevata concen- 
trazione del Ca°*, insieme, attivano la proteina chinasi C. 
Fosforilando specifiche proteine, questo enzima provoca 
la risposta al segnale extracellulare. Questo meccanismo 
di trasmissione del segnale verrà trattato più in dettaglio 
nel Capitolo 12 (vedi la Figura 12.10). 

I fosfolipidi contenenti inositolo servono anche come 
punti di nucleazione per l’organizzazione di complessi so- 
pramolecolari coinvolti nella trasmissione del segnale e 
nell’esocitosi. Alcune proteine segnale si legano specifica- 
mente al fosfatidilinositolo 3,4,5-trisfosfato sulla membrana 
plasmatica, dando inizio alla formazione di complessi mul- 
tienzimatici a livello della faccia citosolica della membrana. 
Quindi, la formazione del fosfatidilinositolo 3,4,5-trisfosfa- 
to in risposta a segnali extracellulari raggruppa le proteine 
formando complessi sulla superficie della membrana pla- 
smatica (vedi la Figura 12.16). 

Gli sfingolipidi di membrana servono anche come 
fonti di messaggeri intracellulari. Sia il ceramide che la 
sfingomielina (vedi la Figura 10.13) sono potenti regola- 
tori di alcune proteina chinasi. Il ceramide e i suoi deri- 
vati regolano la divisione cellulare, la differenziazione, 
la migrazione e la morte cellulare programmata (detta 
anche apoptosi; vedi il Capitolo 12). 


e Glieicosanoidi trasferiscono il messaggio alle cellule vicine 
Ei Gli eicosanoidi sono ormoni paracrini, che agi- 


scono solo sulle cellule vicine al punto dove ven- 
gono sintetizzati, invece di essere trasportati dal 
sangue, per agire in organi e tessuti lontani. Questi deriva- 
ti degli acidi grassi producono svariati effetti nei tessuti 
dei vertebrati. Gli eicosanoidi sono coinvolti nella funzio- 
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ne riproduttiva, nell’infiammazione, nel rialzo termico 
(febbre), nel dolore associato ai traumi e alle malattie, nel- 
la formazione del coagulo sanguigno, nella regolazione del- 
la pressione, nella secrezione acida gastrica, e in vari altri 
processi che interessano la salute dell’uomo. 

Tutti gli eicosanoidi derivano dall’acido arachidonico, 
20:4(A?*1:4) (Figura 10.18), l'acido grasso a 20 atomi di car- 
bonio poliinsaturo da cui prendono il nome (dal greco eiko- 
st, “venti”). Vi sono tre classi di eicosanoidi: le prostaglandi- 
ne, i trombossani e i leucotrieni. 

Le prostaglandine (PG) contengono un anello a cinque 
atomi di carbonio, derivato dalla catena dell’acido arachi- 
donico. Il loro nome deriva da quello della ghiandola pro- 
statica, da dove furono isolate da Bengt Samuelsson e Su- 
ne Bergstròm. In origine vennero identificati due gruppi di 
prostaglandine: le PGE (solubili in etere) e le PGF solubili 
in una soluzione fosfata tamponata. Ciascun gruppo contie- 
ne numerosi sottotipi, denominati PGE, PGE», PGF,, e così 
via. Le prostaglandine svolgono molteplici funzioni. Alcu- 
ne stimolano la contrazione uterina durante il periodo me- 
struale e il parto. Altre regolano il flusso sanguigno in orga- 
ni specifici, il ciclo veglia-sonno e la risposta di alcuni tessuti 
a ormoni come l’adrenalina e il glucagone. Le prostaglandi- 
ne di un terzo gruppo aumentano la temperatura corporea 
e causano infiammazione e dolore. 

I trombossani hanno un anello a sei atomi, che contiene 
un legame etere. Essi vengono prodotti dalle piastrine (det- 
te anche trombociti) e agiscono nella formazione dei coa- 
guli sanguigni e nella riduzione del flusso sanguigno verso 
il sito del coagulo. Come dimostrato da John Vane, i farmaci 
antinfiammatori non steroidei (NSAID o FANS), come l’a- 
spirina, l’ibuprofene e il meclofenato, inibiscono l'enzima 
prostaglandina H, sintasi, chiamato anche cicloossigenasi, 
che catalizza una delle tappe iniziali della via metabolica 
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Figura 10.18 Y L'acido arachidonico e alcuni derivati eicosanoidi. 
L'acido arachidonico (arachidonato a pH 7), è il precursore degli eicosanoidi, 
che comprendono la prostaglandina, i trombossani e i leucotrieni. Nelle 


prostaglandine E, gli atomi di carbonio C-8 e C-12 dell'arachidonato si 
legano tra loro, per formare il caratteristico anello a cinque termini. Nel 


trombossano A; gli atomi di carbonio C-8 e C-12 si legano fra loro, e, insieme 


a un atomo di ossigeno, formano un anello a sei membri. Il leucotriene 
Aq ha una serie di tre doppi legami coniugati. | farmaci antinfiammatori 


non steroidei (NSAID), come l'aspirina e l'ibuprofrene, inibiscono l'enzima 
cicloossigenasi (prostaglandina H; sintasi), bloccando così la formazione 


delle prostaglandine e dei trombossani dall'arachidonato. 


John Vane, Sune Bergstròm e Bengt Samuelsson 
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che porta, a partire dall’arachidonato, alle prostaglandine 
e ai trombossani (Figura 10.18; vedi anche la Figura 21.15). 

I leucotrieni, scoperti per la prima volta nei leucociti, 
contengono tre doppi legami coniugati. Essi sono poten- 
ti segnali biologici. Per esempio il leucotriene D4, derivato 
dal leucotriene A4, induce la contrazione della muscola- 
tura liscia che circonda le vie aeree polmonari. La sovrap- 
produzione di leucotrieni causa attacchi asmatici. Inoltre, 
la sintesi dei leucotrieni costituisce il bersaglio dei farmaci 
antiasmatici, come il prednisone. La forte contrazione del- 
la muscolatura liscia dei polmoni che si verifica durante lo 
shock anafilattico fa parte della reazione allergica morta- 
le nei soggetti ipersensibili alle punture delle api, alla pe- 
nicillina e ad altri agenti. O 


e Gliormonisteroidei trasmettono messaggi da un tessuto 
all’altro 


Gli steroidi sono derivati ossidati degli steroli; 
Ea possiedono il nucleo sterolico, ma non la catena 

alchilica legata all’anello D del colesterolo e sono 
più polari del colesterolo. Gli ormoni steroidei vengono 
trasportati dal torrente circolatorio (legati a proteine tra- 
sportatrici) dai siti di produzione fino ai tessuti bersaglio, 
dove penetrano nelle cellule, si legano a proteine recetto- 
riali altamente specifiche localizzate nel nucleo e danno 
inizio a variazioni dell'espressione genica, e quindi del me- 
tabolismo. Poiché gli ormoni hanno elevata affinità per i 


Testosterone 


R-Estradiolo 


Figura 10.19 Y Gli steroidi derivati dal 
colesterolo. Il testosterone, l'ormone sessuale 
maschile, viene prodotto nei testicoli. L'estradiolo, 
uno degli ormoni sessuali femminili, viene 
prodotto dalle ovaie e dalla placenta. Il cortisolo 
e l'aldosterone sono ormoni sintetizzati nella 
corteccia delle ghiandole surrenali; regolano 
rispettivamente il metabolismo e l'escrezione 
salina. Il prednisolone e il prednisone 

sono steroidi sintetici usati come agenti 
antinfiammatori. Il brassinolide è un regolatore 
della crescita delle piante vascolari. 
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loro recettori, concentrazioni molto basse (nanomolare o 
anche meno) sono sufficienti per indurre la risposta nel 
tessuto bersaglio. I gruppi più importanti di ormoni ste- 
roidei sono gli ormoni sessuali maschili e femminili e gli 
ormoni prodotti dalla corteccia surrenale, il cortisolo e l’al- 
dosterone (Figura 10.19). Il prednisone e il prednisolone 
sono usati come farmaci steroidei a elevata attività antin- 
fiammatoria, mediata in parte dalla inibizione del rilascio 
dell’arachidonato da parte della fosfolipasi A, e dalla con- 
seguente inibizione della sintesi dei leucotrieni, delle pro- 
staglandine e dei trombossani. Questi farmaci trovano ap- 
plicazione nella pratica medica nel trattamento dell'asma 
e della artrite reumatoide. O 

Le piante vascolari producono il brassinolide (Figura 
10.19), un potente regolatore della crescita, che aumenta 
la velocità dell’allungamento dello stelo e regola l’orienta- 
mento delle microfibrille di cellulosa nella parete cellula- 
re durante la crescita. 


e Le piante vascolari producono migliaia di segnali volatili 

Le piante vascolari producono letteralmente migliaia di 
differenti composti lipofilici, sostanze volatili che servo- 
no per attrarre gli impollinatori, per respingere gli erbi- 
vori, per attrarre organismi che le difendono contro gli 
erbivori e per comunicare fra loro. Per esempio, lo ja- 
smonato (vedi la Figura 12.33) derivato dall’acido gras- 
so 18:3(A?!2:15), che fa parte dei lipidi di membrana, atti- 


OH 


Prednisolone 


Brassinolide 
(un brassinosteroide) 
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va la difesa della pianta in risposta a un danno provoca- 
to da un insetto. L’estere metilico dello jasmonato confe- 
risce la caratteristica fragranza all’olio di gelsomino, di 
uso comune nell'industria profumiera. Molti composti 
volatili prodotti dalle piante derivano dagli acidi grassi, 
o da composti prodotti dalla condensazione di unità iso- 
prenoidi a cinque atomi di carbonio, tra cui il geraniolo 
(il caratteristico odore del geranio), il B-pinene (odore 
del pino), il limonene (del limone), il mentolo e il carvo- 
ne (vedi la Figura 1.24a). 
pu 
CH, =C— CH=CH, 


Isoprene 


e LevitamineAeD sono precursori ormonali 

Durante i primi trent'anni del XX secolo, uno dei 

temi di ricerca su cui si è maggiormente sofferma- 

ta l’attenzione dei biochimici è stato l’identifica- 
zione delle vitamine, composti essenziali per la salute 
dell’uomo e di altri vertebrati che non possono essere sinte- 
tizzati da questi organismi e devono quindi essere ottenuti 
con la dieta. I primi studi nutrizionistici hanno condotto 
all’identificazione di due classi generali di vitamine: la clas- 
se delle vitamine solubili nei solventi organici non polari (vi- 
tamine liposolubili) e quella delle vitamine che possono es- 
sere estratte dai cibi con solventi acquosi (vitamine idroso- 


(a) 


2 passaggi (nella pelle) 
e 
HO 


7-Deidrocolesterolo 


Figura 10.20 Y Produzione della vitamina D; e metabolismo. 
(a) Il colecalciferolo (vitamina D3) viene prodotto nella pelle per 
irradiazione UV del 7-deidrocolesterolo, che spezza il legame indicato 
in rosa. Nel fegato viene aggiunto un gruppo ossidrilico in C-25; nel 
rene una seconda ossidrilazione in C-1 produce l'ormone attivo, 
l'10,25-diidrossivitamina D3. Questo ormone regola il metabolismo 
del Ca?* nel rene, nell'intestino e nell'osso. (b) La vitamina D della 
dieta previene il rachitismo, una volta assai diffuso nei paesi a clima 
freddo, dove gli indumenti pesanti bloccano la componente UV della 
luce solare, necessaria per la produzione della vitamina D; nella pelle. 
In questo dettaglio di un grande murale di John Stuart Curry, The 
Social Benefits of Biochemical Research (1943), le persone e gli animali 
rappresentati a sinistra mostrano gli effetti della malnutrizione, tra 
cui le gambe arcuate di un bimbo affetto da rachitismo. A destra 
sono rappresentate persone sane, per effetto dei “benefici sociali 
della ricerca”, tra cui il trattamento con vitamina D, per prevenire 
l'insorgenza del rachitismo. Questo murale si trova nel Dipartimento 
di Biochimica dell'Università di Winsconsin-Madison. 


Colecalciferolo (vitamina D3) 
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lubili). Le vitamine liposolubili vennero ulteriormente sud- 
divise in vitamine del gruppo A, D, E e K, tutte con un grup- 
po isoprenoide sintetizzato per condensazione di più unità 
isopreniche. Due di queste vitamine (la D e la A) sono pre- 
cursori ormonali. 

La vitamina D;, chiamata anche colecalciferolo, si 
forma normalmente nella pelle dal 7-deidrocolesterolo, 
attraverso una reazione fotochimica, che richiede l’in- 
tervento della componente UV della luce solare (Figura 
10.20a). La vitamina D; non è di per sé biologicamente at- 
tiva, ma viene convertita dagli enzimi del fegato e del rene 
in 1a,25-diidrossivitamina D; (calcitriolo), un ormone che 
regola il trasporto del calcio nell’intestino e i livelli di cal- 
cio nei reni e nell’osso. La mancanza di vitamina D condu- 
ce a un difetto nella formazione delle ossa e al rachitismo 
(Figura 10.20b), che può essere curato fino alla guarigio- 
ne con la somministrazione di vitamina D. La vitamina D, 
(ergocalciferolo) è un prodotto di sintesi ottenuto per ir- 
radiazione UV dell’ergosterolo del lievito. La vitamina Dy 
è strutturalmente simile alla D3, con alcune piccole varia- 
zioni della catena laterale legata all’anello D dello sterolo. 
Ambedue producono gli stessi effetti, e la D) viene comu- 
nemente aggiunta al latte e al burro come additivo alimen- 
tare. Come gli ormoni steroidei, il prodotto del metaboli- 
smo della vitamina D, l'1a,25-diidrossivitamina D;, rego- 
la l’espressione genica, interagendo con specifici recettori 
proteici nucleari (vedi le pagine 1206-1207). 


1 passaggio nel fegato 
1 passaggio nel rene 


HO” 


1a,25-Diidrossivitamina D3 
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La vitamina A (retinolo), nelle sue varie forme, si 
comporta come un ormone, ma è anche un pigmento es- 
senziale per il processo della visione dei vertebrati (Figu- 
ra 10.21). Agendo attraverso recettori proteici nel nucleo 
della cellula, l'acido retinoico, un derivato della vitami- 
na A, regola l’espressione genica durante lo sviluppo del 
tessuto epiteliale, compresa la pelle. L'acido retinoico è la 
parte attiva del farmaco tretinoina (Retin-A), usato nel 
trattamento dell’acne e delle rughe. Il retinale, un altro 
derivato della vitamina A, è il pigmento che dà inizio al- 
la risposta alla luce dei coni e dei bastoncelli della retina, 
producendo un segnale neuronale che giunge al cervello. 
Il ruolo del retinale nel processo della visione è descrit- 
to nel Capitolo 12. 

La vitamina A è stata isolata per la prima volta dall'olio 
di fegato dei pesci, ma si trova anche nel fegato, nelle uo- 
va, nel latte intero e nel burro. Il B-carotene, il pigmento 
che conferisce il caratteristico colore alle carote, alle zuc- 
che e ad altri vegetali, viene convertito enzimaticamen- 
te nei vertebrati in vitamina A. La carenza di vitamina A 
provoca nell'uomo l’insorgenza di vari sintomi, tra cui sec- 
chezza della pelle, degli occhi, e delle membrane mucose, 
ritardo dello sviluppo e della crescita, e cecità notturna, 
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di rottura ll di un gruppo 
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Figura 10.21 La vitamina A, il suo precursore e i suoi derivati. 

(a) Il B-carotene è il precursore della vitamina A. Le unità isopreniche 
strutturali (vedi la pagina 385) sono separate da linee rosse 
tratteggiate. La scissione del B-carotene produce due molecole di 
vitamina A, (retinolo) (b). L'ossidazione a livello dell'atomo C-15 
converte il retinolo nell'aldeide retinale (c), e un'ulteriore ossidazione 
produce acido retinoico (d), un ormone che regola l'espressione 
genica. Il retinale si combina con la proteina opsina formando la 
rodopsina (non mostrata), il pigmento della visione largamente diffuso 


H 


11-cis-Retinale 
(pigmento della visione) 
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un sintomo precoce che serve a diagnosticare la carenza 
di questa vitamina. O 
e LevitamineEeKei chinoni lipidici sono cofattori 
delle reazioni di ossidoriduzione 
Vitamina E è il nome collettivo di un gruppo di 
F lipidi strettamente correlati chiamati tocoferoli, 
tutti contenenti un anello aromatico sostituito e 
una lunga catena laterale isoprenoide (Figura 10.22a). Poi- 
ché sono composti molto idrofobici, i tocoferoli si associano 
alle membrane cellulari, ai lipidi di riserva e alle lipoprotei- 
ne del sangue. I tocoferoli sono antiossidanti biologici. L’a- 
nello aromatico di queste molecole reagisce e distrugge le 
forme più reattive dei radicali dell’ossigeno e di altri radica- 
li liberi, proteggendo gli acidi grassi polinsaturi dall’ossida- 
zione e impedendo il danno ossidativo ai lipidi di membra- 
na, un fenomeno che può causare fragilità cellulare. I toco- 
feroli sono presenti nelle uova e negli oli vegetali, ma sono 
particolarmente abbondanti nel germe del grano. Animali 
da laboratorio alimentati con diete prive di vitamina E svi- 
luppano pelle squamosa, debolezza muscolare e sterilità. La 


mancanza di vitamina E è molto rara nell'uomo; il sintomo 
principale è una fragilità degli eritrociti. 
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in natura. Al buio, il retinale della rodopsina è nella forma 11-cis (c). 
Quando una molecola di rodopsina viene eccitata dalla luce visibile, 
l'11-cis-retinale va incontro a una serie di reazioni fotochimiche che lo 
convertono a tutto-trans-retinale (e), inducendo una modificazione 
conformazionale in tutta la molecola della rodopsina. Questa 
trasformazione nelle cellule a bastoncello della retina dei vertebrati 
produce un segnale elettrico che passa al cervello ed è alla base della 
trasduzione visiva, un argomento che tratteremo in dettaglio nel 
Capitolo 12. 
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(e) 
Plastochinone: 


un trasportatore di elettroni 
nei cloroplasti (n = 4-8) 


(f) 


Dolicolo: un trasportatore 
di zuccheri (n = 9-22) 


L’anello aromatico della vitamina K (Figura 10.22b) 
va incontro a una serie ciclica di reazioni di ossidoridu- 
zione durante la formazione della protrombina attiva, 
una proteina del plasma sanguigno essenziale per la coa- 
gulazione. La protrombina è un enzima proteolitico che 
rompe legami peptidici del fibrinogeno, una proteina 
ematica, convertendolo in fibrina, una proteina fibrosa 
insolubile, che trattiene e mantiene uniti i coaguli san- 
guigni (vedi la Figura 6.39). Henrik Dam ed Edward A. 
Doisy hanno scoperto, l’uno indipendentemente dall’al- 
tro, che la mancanza di vitamina K rallenta il processo di 
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CH;+CH;—-CH;—CH—CH,-+CH,—CH,—CH—CHy+CH;—CH;,—-CH—CH; 


Hg Ha (Hs 
CH, CH=C—CH, -(cH #=CH#=CH—CHx}; —CH,—CH,—-CHT—CHx 


Figura 10.22 Altri composti isoprenoidi o loro derivati 
biologicamente attivi. Le unità isopreniche sono separate 
da linee rosse tratteggiate. Nella maggioranza dei tessuti dei 
mammiferi l’ubichinone (chiamato anche coenzima Q) ha 10 
unità isopreniche. | dolicoli degli animali hanno da 17 a 21 
unità isopreniche (da 85 a 105 atomi di carbonio); i dolicoli 
batterici hanno 11 unità isopreniche, mentre quelli delle 
piante ne hanno da 14 a 24. 


g' 3 


CH, CH=C—CH,- (CH.—cH=C—cH.),--CH,—CH=C—CH, 


| i 


CHy-CH=C—CHx+(CH;-CH=C—CH;),-+CH;-CH=C—CH, 


CHa CH; 


coagulazione, con esiti anche fatali. La mancanza di vita- 
mina K è molto rara nell'uomo, a parte una piccola per- 
centuale di bambini con malattie emorragiche neonata- 
li, una patologia potenzialmente letale. Negli Stati Uni- 
ti ai neonati viene somministrato preventivamente 1 mg 
di vitamina K. La vitamina K (fillochinone) è presente 
nelle foglie delle piante verdi; la forma correlata, la vita- 
mina K; (menachinone), è formata dai batteri residenti 
nell’intestino dei vertebrati. 

La warfarina (Figura 10.22c) è un composto sintetico che 
agisce da inibitore competitivo della formazione della pro- 
trombina attiva. È un composto molto velenoso per i ratti 
e ne causa la morte per emorragia interna. Questo potente 
rodenticida è anche un importante farmaco anticoagulan- 
te per il trattamento di pazienti chirurgici e pazienti colpiti 
da trombosi delle coronarie, in cui un eccessivo processo di 
coagulazione può diventare pericoloso. O 

L’ubichinone (chiamato anche coenzima Q) e il plasto- 
chinone (Figura 10.22d, e) sono derivati isoprenoidi che 
agiscono da trasportatori lipofilici di elettroni nelle reazio- 
ni di ossidoriduzione che portano alla produzione di ATP 
nei mitocondri e nei cloroplasti. Ubichinone e plastochi- 
none possono accettare uno o due elettroni e uno o due 
protoni per volta (vedi la Figura 19.3). 
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0) Cantaxantina 
(rosso brillante) 


HO 
Zeaxantina 
(giallo brillante) 


Figura 10.23 I lipidi sono pigmenti nelle piante e nelle piume 
degli uccelli. | composti con grandi sistemi coniugati assorbono 

la luce nella regione visibile dello spettro. Piccole differenze nella 
chimica di queste sostanze producono pigmenti con colori molto 
diversi. Gli uccelli acquistano i colori rossi e gialli delle loro piume 


e ldolicoliattivano i precursori degli zuccheri 
per le biosintesi 

Durante l’assemblaggio dei carboidrati complessi delle pa- 
reti batteriche, e durante l’aggiunta di unità polisaccari- 
diche a certe proteine (glicoproteine) e lipidi (glicolipi- 
di) negli eucarioti, le unità saccaridiche che devono esse- 
re aggiunte sono prima attivate chimicamente, mediante 
un legame ad alcoli isoprenoidi chiamati dolicoli (Figura 
10.22f). I dolicoli si legano ai lipidi di membrana tramite 
forti interazioni idrofobiche, ancorando gli zuccheri alla 
membrana, per poi partecipare a reazioni di trasferimen- 
to degli zuccheri. 


e Molti pigmenti naturali sono dieni coniugati lipidici 

I dieni coniugati hanno catene carboniose, dove si alter- 
nano legami singoli e doppi. Poiché questa disposizione 
dei legami favorisce la delocalizzazione elettronica, que- 
sti composti possono essere eccitati da radiazioni elettro- 
magnetiche a bassa energia (luce visibile), che conferisco- 
no loro colorazioni visibili dall’uomo e da altri animali. Il 
carotene (Figura 10.21) è di color giallo arancio; altri com- 
posti colorano le piume degli uccelli in rosso, arancione 0 
giallo (Figura 10.23). Come gli steroli, gli steroidi, i dolico- 
li, le vitamine A, E, D e K, l’ubichinone e il plastochinone, 
questi pigmenti vengono sintetizzati da derivati isoprenici 
a cinque atomi di carbonio. Le vie di biosintesi sono ana- 
lizzate nel Capitolo 21. 


e |polichetidi sono prodotti naturali che hanno attività 
biologiche 

I polichetidi sono un gruppo diverso di lipidi aventi vie 
biosintetiche (le condensazioni di Claisen) molto simili a 
quelle degli acidi grassi. I polichetidi sono dei metaboli- 
ti secondari, sono cioè dei composti che non hanno un 
ruolo centrale nel metabolismo di un organismo ma che 
svolgono alcune funzioni di supporto che forniscono agli 
organismi produttori dei vantaggi in alcune nicchie eco- 
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OH 


mangiando piante che contengono pigmenti carotenoidi, come 

la cantaxantina e la zeaxantina. La diversa pigmentazione degli 
uccelli maschi e femmine dipende da differenze nell'assorbimento 
intestinale e nei processi a carico dei carotenoidi. 


logiche. Molti dei polichetidi fino a ora scoperti vengono 
utilizzati in medicina come antibiotici (per esempio l’eri- 
tromicina), come antifungini (per esempio l’anfotericina 
B) o come inibitori della sintesi del colesterolo (per esem- 
pio la lovastatina) (Figura 10.24). 


SOMMARIO 10.3 
I lipidi come segnali, cofattori e pigmenti 

e Alcuni tipi di lipidi, anche se presenti in quantità relati- 
vamente piccole, hanno ruoli cruciali, come cofattori 0 
segnali. 

* Il fosfatidilinositolo bisfosfato viene idrolizzato per pro- 
durre due messaggeri intracellulari, il diacilglicerolo e 
l’inositolo 1,4,5-trisfosfato. Il fosfatidilinositolo 3,4,5- tri- 
sfosfato è un punto di nucleazione per i complessi pro- 
teici sopramolecolari coinvolti nella segnalazione biolo- 
gica. 

e Le prostaglandine, i trombossani e i leucotrieni (gli 
eicosanoidi), derivati dall’arachidonato, sono ormoni 
estremamente potenti. 

e Gli ormoni steroidei, come per esempio gli ormoni ses- 
suali, sono derivati degli steroli. Essi hanno funzione di 
segnali biologici molto potenti, in grado di alterare l’e- 
spressione genica nelle loro cellule bersaglio. 

e Le vitamine D, A, E, K sono composti solubili nei grassi 
costituiti da unità di isoprene. Tutti svolgono ruoli es- 
senziali nel metabolismo o nella fisiologia degli animali. 
La vitamina D è precursore di un ormone che regola il 
metabolismo del calcio. La vitamina A fornisce il pig- 
mento visivo dell’occhio dei vertebrati ed è un regolato- 
re dell'espressione genica durante la crescita delle cellu- 
le epiteliali. La vitamina E protegge i lipidi di membrana 
dal danno ossidativo, e la vitamina K è essenziale nel 
processo di coagulazione del sangue. 

e Gli ubichinoni e i plastochinoni, anch'essi derivati iso- 
prenoidi, funzionano da trasportatori di elettroni rispet- 
tivamente nei mitocondri e cloroplasti. 
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Figura 10.24 Y Tre polichetidi 
naturali utilizzati in medicina. 


e I dolicoli attivano e ancorano zuccheri sulle membrane 
cellulari per utilizzarli nella sintesi di carboidrati com- 
plessi, glicolipidi e glicoproteine. 

e I dieni lipidici coniugati fungono da pigmenti dei fiori e 
della frutta e conferiscono alle piume degli uccelli i loro 
sgargianti colori. 

e I polichetidi sono prodotti naturali ampiamente utiliz- 
zati in medicina. 


Lavorare con i lipidi 


Poiché i lipidi sono insolubili in acqua, la loro estrazione 
dai tessuti e il successivo frazionamento richiedono l’uso 
di solventi organici e di alcune tecniche che non abbiamo 
incontrato nella purificazione di molecole idrosolubili co- 
me le proteine e i carboidrati. In genere le miscele com- 
plesse di lipidi vengono separate in base a differenze nella 
loro polarità o solubilità in solventi non polari. I lipidi che 
contengono acidi grassi legati con legami esteri o ammi- 
dici possono essere idrolizzati mediante trattamento con 
acidi, con alcali o con enzimi idrolitici altamente specifici 
(fosfolipasi, glicosidasi) in modo da separare i loro costi- 
tuenti per le successive analisi. Alcuni dei metodi comu- 
nemente usati nelle analisi dei lipidi sono mostrati nella 
Figura 10.25 ed esaminati qui di seguito. 


e  Lestrazione dei lipidi richiede solventi organici 

I lipidi neutri (triacilgliceroli, cere, pigmenti, ecc.) sono fa- 
cilmente estraibili dai tessuti con etere etilico, cloroformio 
o benzene, solventi in cui non si formano aggregati mole- 
colari lipidici dovuti a interazioni idrofobiche. I lipidi di 
membrana sono estratti più facilmente da solventi organi- 
ci più polari, come il metanolo o l’etanolo, che riducono le 


Lovastatina (statina) 


interazioni idrofobiche tra le molecole di lipidi e allo stesso 
tempo rendono più deboli i legami idrogeno e le interazio- 
ni elettrostatiche che legano i lipidi alle proteine di mem- 
brana. Una soluzione comunemente usata per estrarre i li- 
pidi è una miscela di cloroformio, metanolo e acqua, ini- 
zialmente nelle proporzioni (1:2:0,8) tra loro miscibili, che 
produce una sola fase. Dopo avere omogenizzato il tessuto 
in questo solvente in modo da estrarre tutti i lipidi, viene 
aggiunta all’estratto altra acqua, in modo da generare due 
fasi, una formata da una miscela di metanolo-acqua (fase 
superiore) e l’altra da cloroformio (fase inferiore). I lipidi 
restano nella fase inferiore e le molecole più polari, come 
proteine e zuccheri, si raccolgono nella fase metanolo-ac- 
qua (Figura 10.25a). 


e Lacromatografia per assorbimento separa i lipidi 
in base alla loro diversa polarità 

Le miscele complesse dei lipidi dei tessuti possono essere 
frazionate nei loro costituenti mediante tecniche croma- 
tografiche che si basano su differenze di polarità tra le va- 
rie classi di lipidi (Figura 10.25b). Nella cromatografia per 
assorbimento una colonna di vetro viene riempita con un 
materiale insolubile e polare come il gel di silice, una for- 
ma di acido silicico, Si(OH)y, e la miscela di lipidi (disciol- 
ta in cloroformio) viene posta sulla colonna e lasciata per- 
colare. (Nella cromatografia liquida ad alta prestazione, la 
colonna è lunga e ha un diametro molto piccolo e i solven- 
ti vengono fatti passare attraverso la colonna a una pres- 
sione molto elevata.) I lipidi polari si legano saldamente 
all’acido silicico, mentre quelli neutri passano direttamen- 
te attraverso la colonna ed escono insieme al cloroformio 
nel primo lavaggio della colonna. Vengono poi eluiti i lipi- 
di polari, in ordine di polarità crescente, lavando la colon- 
na con solventi progressivamente più polari. I lipidi pola- 
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e con metodi di monitoraggio differenti. 


I 


ri non carichi (per esempio i cerebrosidi) sono eluiti con 
acetone, e i lipidi molto polari o carichi (come i glicerofo- 
sfolipidi) sono eluiti con metanolo. 

La cromatografia su strato sottile di acido silicico uti- 
lizza lo stesso principio (Figura 10.25b). Uno strato sottile 
di gel di silice viene posto su una lastra di vetro a cui aderi- 
sce. Un piccolo campione di lipidi disciolti in cloroformio è 
posto vicino a uno dei bordi della lastra, che viene poi im- 
mersa in un solvente organico; il tutto è chiuso in un con- 
tenitore, in modo che il solvente sia in equilibrio con il suo 
vapore. Man mano che il solvente sale per capillarità lun- 
go la lastra, anche i lipidi si spostano nella stessa direzio- 
ne. I lipidi meno polari si muoveranno più velocemente, in 
quanto hanno una tendenza minore a interagire con l’aci- 
do silicico polare. I lipidi possono essere visualizzati dopo 
la separazione cromatografica bagnando la lastra con un 
colorante (la rodamina), che diventa fluorescente quan- 
do si associa ai lipidi, oppure esponendola a fumi di iodio. 
Lo iodio reagisce con i doppi legami degli acidi grassi ge- 
nerando composti dal colore giallo o marrone. Molti altri 
reagenti possono essere usati per l’identificazione di spe- 
cifici lipidi. Quando sono necessarie ulteriori analisi, le re- 
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Figura 10.25 Procedimenti comuni usati per estrarre, separare 
e identificare i lipidi cellulari. (a) Il tessuto viene omogeneizzato 

in una miscela di cloroformio/metanolo/acqua; dopo aggiunta di 
altra acqua e rimozione del sedimento insolubile per centrifugazione 
si ottengono due fasi. (b) Le classi principali di lipidi presenti nella 
fase organica (cloroformio) possono essere separate mediante 
cromatografia su strato sottile (TLC), in cui i lipidi vengono trasportati 
da un fronte di solvente che risale la lastra cromatografica (quelli 
meno polari si muovono più di quelli più polari o carichi), oppure 
mediante cromatografia per assorbimento su una colonna di 

gel di silice, attraverso cui viene fatto passare un solvente a 

polarità crescente. Per esempio, si possono utilizzare una colonna 
cromatografica e appropriati solventi per separare alcune specie di 
lipidi molto simili tra loro come la fosfatidilserina, il fosfatidilglicerolo 
e il fosfatidilinositolo. Una volta separati, ciascun acido grasso 
presente nel lipide può essere determinato tramite spettrometria 

di massa. (c) In alternativa, per determinare la composizione totale 
di tutti i lipidi, il lipidoma, si può sottoporre direttamente l'estratto 

di lipidi non ancora frazionato, utilizzando il metodo a “colpo di 
fucile” (shotgun), ad analisi tramite una spettrometria di massa ad 
alta risoluzione, che può essere di tipi diversi e condotta in differenti 
condizioni. 


gioni contenenti i lipidi separati possono essere grattate 
dalla lastra e i lipidi possono essere recuperati mediante 
estrazione con un solvente organico. 


e Lacromatografia gas-liquido separa miscele di derivati 
lipidici volatili 

La cromatografia gas-liquido separa i componenti volati- 
li di una miscela in base alla loro tendenza a sciogliersi in 
un materiale inerte impacchettato in una colonna croma- 
tografica, o a volatilizzarsi e a muoversi lungo la colonna 
trasportati da una corrente di un gas inerte come V’elio. 
Alcuni lipidi sono volatili per natura, ma per aumentare 
la loro volatilità (cioè per abbassare il loro punto di ebolli- 
zione) la maggior parte dei lipidi deve essere trasformata 
in un derivato. Per analizzare gli acidi grassi presenti in un 
campione di fosfolipidi, i lipidi devono prima essere trans- 
esterificati: vengono riscaldati in una miscela di metano- 
lo/HCl o di metanolo/NaOH, per convertire gli acidi gras- 
si esterificati con il glicerolo in esteri metilici liberi. Questi 
esteri metilici degli acidi grassi sono posti in una colonna 
per cromatografia gas-liquido e la colonna viene riscalda- 
ta per far volatilizzare i composti introdotti. Gli esteri de- 
gli acidi grassi più solubili nel materiale di riempimento 
della colonna restano disciolti in questo materiale; quelli 
meno solubili sono trasportati dal flusso di elio e arriva- 
no per primi alla fine della colonna. L'ordine di eluizione 
dipende dalla natura dell’assorbente solido presente nel- 
la colonna e dal punto di ebollizione dei componenti della 
miscela di lipidi. Usando queste tecniche è possibile sepa- 
rare miscele di acidi grassi a diversa lunghezza e con vari 
gradi di insaturazione. 


e  L'idrolisi specifica aiuta a determinare la struttura 

dei lipidi 
Certe classi di lipidi vanno incontro a degradazione in con- 
dizioni specifiche. Per esempio, tutti gli acidi grassi impe- 
gnati con legami estere nei triacilgliceroli, nei fosfolipidi e 
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Figura 10.26 Determinazione della struttura di un acido grasso 
mediante la spettrometria di massa. L'acido grasso viene prima 
convertito in un derivato che rende minima la migrazione dei doppi 
legami quando la molecola viene frammentata dal bombardamento 
elettronico. Il derivato qui mostrato è un estere picolinico dell'acido 
linoleico — 18:2 (A?) (M, 371) - in cui l'alcol è il picolinolo (in rosso). 
Quando questa molecola viene bombardata con un fascio di elettroni, 
diventa volatile ed è convertita in uno ione (M*; M, 371), in cui l'atomo 
N porta una carica positiva, e in una serie di piccoli frammenti prodotta 
dalla rottura dei legami C—C nell'acido grasso. Lo spettrometro di 
massa separa questi frammenti carichi a seconda del loro rapporto 
massa/carica (m/z). (Per rivedere i principi della spettrometria di massa, 
vedi le pagine 104-106.) Gli ioni prevalenti a m/z = 92, 108, 151 e 

164 contengono l'anello pirimidinico dell'acido picolinico e vari 


negli esteri degli steroli vengono rilasciati in un ambiente 
moderatamente acido o alcalino; condizioni di idrolisi più 
drastiche provocano anche il rilascio degli acidi grassi uni- 
ti con un legame ammidico dagli sfingolipidi. Nella deter- 
minazione della struttura dei lipidi possono essere parti- 
colarmente utili gli enzimi che idrolizzano in modo speci- 
fico certi tipi di lipidi. Le fosfolipasi A, C e D (vedi la Figura 
10.16) rompono legami specifici nei fosfolipidi e produco- 
no composti con una caratteristica solubilità e tipici com- 
portamenti cromatografici. La fosfolipasi C, per esempio, 
libera un alcol fosforilato idrosolubile (la fosfocolina dalla 
fosfatidilcolina) e un diacilglicerolo solubile in cloroformio, 
ciascuno dei quali può essere facilmente separato e carat- 
terizzato per determinare la struttura del lipide originario. 
La combinazione di idrolisi specifica e la caratterizzazione 
dei prodotti mediante cromatografia su strato sottile, gas- 
liquido o cromatografia liquida ad alta prestazione consen- 
tono molto spesso di determinare la struttura di un lipide. 


e Laspettrometria di massa rivela la struttura 

completa dei lipidi 
Per stabilire in modo non ambiguo la lunghezza di una cate- 
na idrocarburica, o la posizione di doppi legami, la spettro- 
metria di massa applicata ai lipidi e ai loro derivati è insosti- 
tuibile. Le proprietà chimiche di lipidi simili (per esempio 


180 200 220 240 


CAPITOLO 10 


lipidi 391 


260 280 300 320 340 360 380 


m/z 


frammenti dell'acido carbossilico, stabilendo così che il composto 
è un estere picolinico. Lo ione molecolare M* (m/z = 371) conferma 
la presenza di un acido grasso C-18 con due doppi legami. La serie 
uniforme di ioni che differiscono di 14 unità di massa atomica 
(amu) è costituita da frammenti che si sono formati per rimozione 
successiva di ciascun gruppo metilico e gruppo metilenico a partire 
dall'estremità metilica dell'acido grasso (dal C-18, la terminazione 
di destra della molecola, come qui mostrato), fino a che viene 
raggiunto lo ione a m/z = 300. La differenza di 26 amu si osserva in 
seguito alla rimozione dei due atomi di carbonio del doppio legame 
(m/z= 274); la successiva differenza di 14 amu è dovuta al distacco 
di un altro gruppo metilenico (m/z = 260) e così via. In questo modo 
viene determinata l'intera struttura, nonostante questi dati da soli 
non rivelino la configurazione (cis o trans) dei doppi legami. 


due acidi grassi di uguale lunghezza, ma con doppi legami 
in posizioni diverse, o due isoprenoidi con un numero diffe- 
rente di unità isopreniche) sono molto diverse, e tuttavia ta- 
li lipidi spesso eluiscono insieme con le varie tecniche cro- 
matografiche, che quindi non permettono di distinguerli. 
Però, se l’uscita di una colonna cromatografica viene colle- 
gata con uno spettrometro di massa, alcuni componenti di 
una miscela lipidica che eluiscono insieme possono essere 
identificati in base alla caratteristica distribuzione dei loro 
frammenti (Figura 10.26). Con l'incremento della risolu- 
zione della spettrometria di massa, è ora possibile identifi- 
care i singoli lipidi all’interno di miscele molto complesse 
senza prima procedere al loro frazionamento. Questa me- 
todologia, nota con il nome di “colpo di fucile” (dall’inglese 
shotgun, vedi la Figura 10.25c), evita di perdere sottoclassi 
di lipidi durante le varie tappe della separazione prelimi- 
nare ed è anche molto più veloce. 


e Lalipidomica cerca di catalogare tutti i lipidi 

e di identificare le loro funzioni 
Quando si studia il ruolo biologico dei lipidi nelle cellule 
e nei tessuti, è importante conoscere quali lipidi sono pre- 
senti e in quali proporzioni, e sapere anche come cambia 
la composizione lipidica durante lo sviluppo embrionale, 
o in condizioni patologiche, o durante un trattamento far- 


M Tabella 10.3 Le otto categorie principali dei lipidi biologici 
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Categoria Codice di categoria Esempi 

Acidi grassi FA Oleato, steaoril-CoA, palmitilcarnitina 

Glicerolipidi GL Di- e triacilgliceroli 

Glicerofosfolipidi GP Fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolammina 
Sfingolipidi SP Sfingomieline, ganglioside GM2 

Lipidi sterolici ST Colesterolo, progesterone, acidi biliari 

Lipidi prenolici PR Farnesolo, geraniolo, retinolo, ubichinone 

Saccarolipidi SL Lipopolisaccaridi 

Polichetidi PK Tetracicline, aflatossina Bj 


macologico. Man mano che i biochimici hanno riconosciu- 
to le migliaia di lipidi presenti in natura, hanno proposto 
una nuova nomenclatura, al fine di rendere più facile la 
compilazione e la ricerca dei data base sulla composizio- 
ne lipidica. Il sistema pone ogni lipide all’interno di uno 
degli otto raggruppamenti chimici della Tabella 10.3, in- 
dicati con due lettere. All’interno di questi gruppi, ulte- 
riori distinzioni più sottili vengono indicate sotto forma di 
classi e sottoclassi. Per esempio, tutte le glicerofosfocoline 
vengono indicate con GP01; il sottogruppo delle glicero- 
fosfocoline con due acidi grassi legati con legame estere 
viene indicato con GP0101; con un acido grasso legato con 
un legame etere in posizione 1 e un legame estere in po- 
sizione 2 il simbolo diventa GP0102. Specifici acidi grassi 
vengono indicati per mezzo di numeri che contrassegna- 
no ciascun lipide con una sola sigla, in modo che ciascun 
lipide anche se non ancora scoperto, possa essere descrit- 
to in modo non ambiguo, tramite una sigla di non più di 
12 caratteri. Un fattore utilizzato in questa classificazione 
è la natura del precursore biosintetico. Per esempio, i lipi- 
di prenolici (come i dolicoli e le vitamine E e K) vengono 
sintetizzati a partire da precursori isoprenoidi. I poliche- 
tidi, che non sono stati discussi in questo capitolo, inclu- 
dono alcuni prodotti naturali, anche tossici, che si forma- 
no attraverso vie metaboliche correlate con quelle degli 
acidi grassi. Le otto categorie chimiche della Tabella 10.3 
non coincidono perfettamente con la suddivisione basata 
sulle funzioni biologiche, da noi usata in questo capitolo. 
Per esempio, i lipidi strutturali di membrana includono 
sia i glicerofosfolipidi che gli sfingolipidi, che invece sono 
in categorie separate nella Tabella 10.3. Ogni classificazio- 
ne ha i suoi vantaggi. 

Lapplicazione delle tecniche di spettrometria di mas- 
sa, molto vantaggiose e altamente risolutive, può forni- 
re cataloghi quantitativi di tutti i lipidi presenti in parti- 
colari condizioni in una specifica cellula, il lipidoma, e 
può anche darci informazioni su come il lipidoma cambi 
durante la differenziazione o in condizioni patologiche 
come il cancro, oppure durante un trattamento farma- 
cologico. Una cellula animale possiede circa un migliaio 
di lipidi, ciascuno forse con una particolare funzione. Ta- 
li funzioni sono note per un numero sempre maggiore di 
lipidi, ma ancora oggi il lipidoma è per molti aspetti ine- 
splorato e costituisce una ricca fonte di nuovi problemi 
da risolvere per le prossime generazioni di biologi e bio- 
chimici cellulari. 


SOMMARIO 10.4 
Lavorare con i lipidi 


e Nella determinazione della composizione dei lipidi, que- 
sti vengono prima estratti dai tessuti con solventi organi- 
ci, e quindi separati per cromatografia su strato sottile, 0 
in fase gassosa-liquida, o ad alta prestazione (HPLC). 

* Fosfolipasi specifiche per uno dei legami dei fosfolipi- 
di possono essere utilizzate per generare composti più 


semplici da analizzare. 


e I singoli lipidi vengono identificati tramite il loro com- 
portamento cromatografico, la loro suscettibilità a esse- 
re idrolizzati da enzimi specifici, o per spettrometria di 


Massa. 


e La spettrometria di massa ad alta prestazione permette 
l’analisi di miscele grezze di lipidi senza prefraziona- 
mento (metodo del “colpo di fucile”). 

e La lipidomica combina tutte le tecniche analitiche atte 
a determinare la composizione lipidica cellulare o tis- 
sutale (lipidoma), per confrontarla con i database che 
permettono di identificare i lipidi di diversi tipi cellula- 
ri e in diverse condizioni sperimentali. 


Termini chiave 


acidi grassi 369 

acidi grassi polinsaturi 
(PUFA) 370 
ceramidi 378 
cerebrosidi 378 
colecalciferolo 385 
colesterolo 380 
dolicoli 388 
fosfolipidi 375 
galattolipidi 377 
gangliosidi 378 
glicerofosfolipidi 367 
glicolipidi 375 
glicosfingolipidi 378 
globosidi 378 
leucotrieni 384 
lipasi 372 


I termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


lipidi etere 376 
lipidoma 392 
plasmalogeni 376 
polichetidi 388 
prostaglandine 383 
sfingolipidi 378 
sfingomieline 378 
steroli 380 
tocoferoli 386 
triacilgliceroli 371 
trombossani 383 
vitamina A 
(retinolo) 386 
vitamina D3 385 
vitamina E 386 
vitaminaK 387 
vitamine 385 
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Una breve rassegna di livello intermedio sulla 
classificazione dei lipidi, sulle metodiche di estrazione e 
separazione, sulle metodiche di spettrometria di massa 
per l’identificazione e la determinazione quantitativa 
dei lipidi nei tessuti, nelle cellule e negli organelli. 


=N Problemi 
? E 


1. Definizione operativa dei lipidi. In che modo la de- 
finizione di “lipide” differisce dalle definizioni date per 
altri tipi di biomolecole, come gli amminoacidi, gli aci- 
di nucleici e le proteine? 

2. Punti di fusione dei lipidi. I punti di fusione di una 
serie di acidi grassi a 18 atomi di carbonio sono i se- 
guenti: acido stearico 69,6 °C; acido oleico 13,4 °C; aci- 
do linoleico -5 °C; acido linolenico -11 °C. 

(a) Quale aspetto strutturale di questi acidi grassi a 18 
atomi di carbonio può essere correlato con il pun- 
to fusione? 
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(b) Scrivete le formule di tutti i possibili triacilglicero- 
li che si possono costruire col glicerolo, l’acido pal- 
mitico e l’acido oleico, e ordinateli secondo il valo- 
re crescente dei loro punti di fusione. 

(c) Le catene ramificate degli acidi grassi si trovano nei 
lipidi di membrana di alcuni batteri. La loro presen- 
za aumenta o diminuisce la fluidità delle membra- 
ne (in altri termini, aumenta o diminuisce il valore 
del punto di fusione)? Perché? 

3. Preparazione della salsa bernese. Durante la prepa- 
razione della salsa bernese il bianco d’uovo viene incor- 
porato nella salsa per aumentarne la consistenza. L’a- 
gente stabilizzante è la lecitina (fosfatidilcolina). For- 
nite una spiegazione. 

4. Le unità isopreniche degli isoprenoidi. Il geranio- 
lo, il farnesolo e lo squalene sono detti isoprenoidi per- 
ché vengono sintetizzati a partire da unità isoprenoidi 
a cinque atomi di carbonio. In ogni composto cerchia- 
te le unità che rappresentano i residui di isoprene (ve- 
di la Figura 10.22). 


x OH 
N 
Geraniolo 
de OH 
SN 
Pa 
Farnesolo 


Squalene 


5. Nomenclatura degli stereoisomeri lipidici. I due 
composti indicati in basso sono stereoisomeri del car- 
vone e hanno proprietà molto diverse; quello a sinistra 
odora di menta; quello a destra di seme di cumino. De- 
nominate i due composti usando il sistema RS. 


Lui CH, 


CH, 


Essenza di menta 


Cumino 


6. Nomenclatura RS per l’alanina e il lattato. Disegna- 
te i due isomeri (R) ed (S) dell’acido 2-amminopropa- 
noico (alanina) e dell'acido 2-idrossipropanoico (aci- 
do lattico) servendovi della notazione con le valenze a 
forma di cuneo. 


© 978-88-08-26148-9 


Acido 2-amminopropanoico 


7. 


10. 


11. 


12. 


13. 


Î Î 


Ca C_ 
- C00H - C00H 


CH; OH ‘CH, 


HyN 


Acido 2-idrossipropanoico 


(alanina) (acido lattico) 


Componenti idrofobici e idrofilici dei lipidi di 
membrana. Una caratteristica strutturale comune 
a tutti i lipidi di membrana è la loro natura anfipati- 
ca. Per esempio, nella fosfatidilcolina le due catene 
di acidi grassi sono idrofobiche, mentre la testa della 
fosfatidilcolina è idrofilica. Per ciascuno dei seguen- 
ti lipidi di membrana, individuate i componenti che 
hanno natura idrofobica, e quelli cha hanno natura 
idrofilica: (a) fosfatidiletanolammina; (b) sfingomie- 
lina; (c) galattosilcerebroside; (d) ganglioside; (e) co- 
lesterolo. 
Struttura dell’acido grasso omega-6. Disegnate la 
struttura dell’acido grasso omega-6 corrispondente al- 
la sigla 16:1. 
Idrogenazione catalitica degli oli vegetali. L’idroge- 
nazione catalitica, utilizzata nell'industria alimentare, 
converte i doppi legami degli acidi grassi dei triacilgli- 
ceroli presenti nell’olio in —CH’—CH:—. Qual è l’ef- 
fetto di tale procedura sulle proprietà fisiche dell’olio? 
Labilità dei triacilgliceroli in ambiente alcalino. 
Un procedimento comune, adatto a eliminare i resi- 
dui di grasso di un recipiente, consiste nell’aggiungere 
un prodotto che contiene idrossido di sodio. Spiegate 
perché tale procedura è efficace. 
Deduzione della struttura dei lipidi in base alla lo- 
ro composizione. L’analisi della composizione di un 
lipide rivela che esso possiede esattamente una mole 
di acido grasso per mole di fosfato inorganico. Potreb- 
be essere un glicerofosfolipide? Un ganglioside? Una 
sfingomielina? 
Deduzione della struttura dei lipidi in base al rap- 
porto molare dei componenti. La completa idrolisi di 
un glicerofosfolipide genera glicerolo, due acidi grassi 
(16:1 (A°) e 16:0), acido fosforico e serina, nel rappor- 
to molare 1:1:1:1:1. Identificate il lipide, e disegnatene 
la struttura. 
Impermeabilità delle cere. Quale proprietà delle cu- 
ticole cerose che rivestono le foglie le rende impermea- 
bili all'acqua? 
Azione delle fosfolipasi. Il veleno del serpente 
Crotalus adamanteus e quello del cobra indiano 

contengono l’enzima fosfolipasi A,, che catalizza l’idro- 
lisi degli acidi grassi in posizione C-2 dei glicerofosfo- 
lipidi. Il prodotto della reazione di demolizione del fo- 
sfolipide è la lisolecitina (la lecitina è la fosfatidilcoli- 
na). A concentrazioni elevate, questo e altri lisofosfo- 
lipidi agiscono da detergenti, quindi dissolvono le 
membrane degli eritrociti e lisano le cellule. Pemolisi, 
se estesa e protratta, può essere mortale. 
(a) Tutti i detergenti sono anfipatici. Quali sono le por- 

zioni idrofiliche e idrofobiche della lecitina? 
(b) Il dolore e l'infiammazione causati dal morso di ser- 

pente possono essere trattati con alcuni steroidi. Su 

cosa si basa tale trattamento? 


15. 


16. 


17. 


18. 


19. 


20. 


21. 
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(c) Alti livelli di fosfolipasi A; possono essere mortali. 
Tuttavia l'enzima è essenziale per alcuni processi 
metabolici. Di quali processi si tratta? 

I lipidi nella determinazione dei gruppi sangui- 
gni. Nella Figura 10.15 sono mostrati i glicofosfolipidi 
che determinano i gruppi sanguigni A, B e O dell’uo- 
mo. Ma è noto che anche le glicoproteine determina- 
no i gruppi sanguigni. Come mai sia i glicofosfolipidi 
che le glicoproteine svolgono la stessa funzione? 
Messaggeri intracellulari derivati dai fosfatidilino- 
sitoli. Quando l’ormone vasopressina stimola la scis- 
sione del fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato da parte della 
fosfolipasi C sensibile all’ormone, si formano due pro- 
dotti. Confrontate le loro proprietà e la loro solubilità 
in acqua e prevedete se ambedue diffondano facilmen- 
te nel citosol. 
Immagazzinamento delle vitamine liposolubili. Al 
contrario delle vitamine idrosolubili, che devono far 
parte della dieta giornaliera, le vitamine liposolubi- 
li possono essere immagazzinate nel corpo umano in 
quantità sufficienti per molti mesi. Date una spiegazio- 
ne a questo differente comportamento. 
Idrolisi dei lipidi. Denominate i prodotti che si ot- 
tengono per idrolisi blanda con una soluzione dilui- 
ta di NaOH di (a) 1-stearoil-2,3-dipalmitilglicerolo; 
(b) 1-palmitil-2-oleilfosfatidilcolina. 
Effetto della polarità sulla solubilità. Elencate i se- 
guenti composti secondo l’ordine crescente della loro 
solubilità in acqua: triacilglicerolo, diacilglicerolo, mo- 
noacilglicerolo, tutti contenenti solo acido palmitico. 
Separazione dei lipidi per cromatografia. Una mi- 
scela di lipidi viene applicata su una colonna di silica- 
gel, e la colonna viene poi lavata con solventi a pola- 
rità crescente. La miscela è formata da fosfatidilseri- 
na, fosfatidiletanolammina, fosfatidilcolina, colesteril 
palmitato (un estere sterolico), sfingomielina, palmi- 
tato, n-tetradecanolo, triacilglicerolo e colesterolo. In 
quale ordine i lipidi eluiscono dalla colonna? Spiegate 
perché. 

Identificazione di lipidi ignoti. Johann Thudichum, 

medico inglese vissuto circa 100 anni fa, nel tempo li- 

bero si occupò anche di chimica dei lipidi. Egli isolò 

una serie di lipidi dal tessuto nervoso, li caratterizzò 

e a molti di essi dette un nome specifico. I lipidi da lui 

isolati, ben conservati in provette accuratamente si- 

gillate e contrassegnate, vennero riscoperti molti an- 
ni dopo. 

(a) In che modo si potrebbe confermare, utilizzando 
tecniche non disponibili al tempo di Thudichum, 
che le provette contrassegnate “sfingomielina” e 
“cerebroside” contengono veramente questi com- 
posti? 

(b) Come si potrebbe distinguere la sfingomielina dal- 
la fosfatidilcolina tramite saggi chimici, fisici o en- 
zimatici? 


.L’uso della ninidrina per l’individuazione dei li- 


pidi per cromatografia su strato sottile (TLC). La 
ninidrina reagisce specificamente con le ammine pri- 
marie, formando un prodotto blu-porpora. Un croma- 
togramma su strato sottile dei fosfolipidi di fegato di 
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ratto viene spruzzato con ninidrina, e si lascia svilup- Ganglioside Ceramide Glucosio Galattosio Galattosammina 
pare il colore. Quali fosfolipidi possono essere indivi- Normale 

duati con questa tecnica? 


Frammento 1 1 1 0 0 

Frammento 2 1 1 1 0 

= Problema sull'analisi dei dati Mamme: Ul 3 i 3 

Ala = Frammento 4 1 1 2 1 
23. Determinazione della struttura dei lipidi anomali dui 

nella malattia di Tay-Sachs. La Figura 1 del Box 10.1 di 

mostra la via catabolica di demolizione dei gangliosi- Tresumoate:! . bi Li a 

di nei soggetti normali e nei soggetti portatori di difet- Frammento 2 1 1 1 0 

ti genetici. Alcuni dati su cui si basa la figura furono Frammento 3 1 1 1 1 


pubblicati in un lavoro di Lars Svennerholm (1962). Si 

noti che lo zucchero Neu5Ac, l’acido N-acetilneuram- 

minico, rappresentato nella figura del Box 10.1 come 
® è l'acido sialico. 

Svennerholm affermò che intorno al 90% dei monosia- 

logangliosidi isolati dal cervello umano normale “con- 

sistevano di un composto in cui il ceramide, l’esoso, 

’N-acetilgalattosammina e l’acido N-acetilneurammi- 

nico si trovano nel rapporto molare di 1:3:1:1. 

(a) Quale dei gangliosidi (da GM1 a GM3 e il globosi- 
de) del Box 10.1, Figura 1, corrisponde a questa de- 
scrizione? Commentate la risposta. 

(b) Svennerholm riportò che il 90% dei gangliosidi di 
un paziente affetto dalla malattia di Tay-Sachs ave- 
va un rapporto molare (degli stessi composti di cui 
sopra) di 1:2:1:1. Questo dato è in accordo con la fi- 
gura del Box 10.1? Commentate la risposta. 

Per avere ulteriori informazioni sulla struttura, Sven- 

nerholm trattò i gangliosidi con neuramminidasi, per 

rimuovere l’acido N-acetilneuramminico. Il trattamen- 
to diede luogo alla formazione di un asialoganglioside, 
molto più facile da analizzare. Egli lo idrolizzò in am- 

biente acido, isolò i composti contenenti il ceramide e 

determinò il rapporto molare degli zuccheri in ciascu- 

no di essi. Fece questo sia per i gangliosidi normali, che 
per quelli del Tay-Sachs. 

I risultati sono riportati qui di seguito. 


(c) Basandovi su questi dati, quali conclusioni pote- 
te trarre sulla struttura del ganglioside normale? È 
in accordo con la struttura riportata nel Box 10.1? 
Commentate la risposta. 

(d) Quali conclusioni potete trarre sulla struttura del 
ganglioside Tay-Sachs? È in accordo con la struttu- 
ra riportata nel Box 10.1? Commentate la risposta. 

Svennerholm ha riportato anche i risultati di altri ricer- 
catori, i quali hanno “permetilato” l’asialoganglioside 
normale. La permetilazione consiste in una completa 
metilazione: viene aggiunto un metile a ogni gruppo 
ossidrilico libero dello zucchero. Gli zuccheri perme- 
tilati trovati furono i seguenti: 2,3,6-trimetilglucopira- 
nosio; 2,3,4,6 tetrametilgalattopiranosio; 2,4,6-trime- 
tilgalattopiranosio, e 4,6-dimetil-2-deossi-2-ammino- 
galattopiranosio. 

(e) A quale zucchero del GM1 corrisponde ciascuno 
degli zuccheri permetilati? Spiegate la risposta. 

(f) Sulla base di tutti i dati fin qui presentati, quali in- 
formazioni sulla normale struttura del ganglioside 
mancano? 
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a prima cellula si originò probabilmente quando si for- 

mò una membrana in grado di separare una piccola 

quantità di soluzione acquosa dal resto dell'universo. 
Le membrane definiscono i confini esterni delle cellule e 
regolano il traffico delle molecole attraverso questi confi- 
ni (Figura 11.1); nelle cellule eucariotiche esse dividono lo 
spazio interno in compartimenti discreti, segregando al lo- 
ro interno componenti e processi specifici. Le membrane 
organizzano complesse sequenze di reazioni e hanno una 
funzione determinante sia nella conservazione dell’ener- 
gia biologica, sia nella comunicazione tra cellule. Le atti- 
vità biologiche delle membrane dipendono dalle loro no- 
tevoli proprietà fisiche. Le membrane sono resistenti ma 
flessibili, autosigillanti e selettivamente permeabili a soluti 
polari. La loro flessibilità consente le modificazioni nella 
forma della cellula che hanno luogo durante la crescita e 


Membrana 
nucleare 


Mitocondri 


Granulo secretorio 


Figura 11.1 Membrane biologiche. Questa fotografia al 
microscopio elettronico mostra i diversi compartimenti formati o 
circondati da membrane presenti in questa sezione molto sottile 
di una cellula pancreatica, come il reticolo endoplasmatico, i 
mitocondri, i granuli secretori e la membrana nucleare. 


il movimento (come per esempio nei movimenti ameboi- 
di). La loro capacità di rompersi e di autosigillarsi permet- 
te a due membrane di fondersi, come avviene nell’esocitosi 
o quando un compartimento circondato da una membra- 
na va incontro a fissione, generando due compartimenti 
chiusi, come per esempio nell’endocitosi e nella divisione 
cellulare, senza che ci siano perdite di materiale verso l’e- 
sterno. Poiché le membrane sono selettivamente permea- 
bili, esse consentono di mantenere alcuni composti o ioni 
all’interno della cellula o all’interno di specifici comparti- 
menti e di escluderne altri. 

Le membrane non sono soltanto barriere passive. Es- 
se contengono una serie di proteine specializzate che pro- 
muovono o catalizzano un gran numero di processi cellu- 
lari. Sulla superficie delle cellule i trasportatori spostano 
molecole organiche specifiche e ioni inorganici attraverso 
la membrana; i recettori sulla membrana plasmatica cap- 
tano segnali extracellulari e attivano modificazioni mo- 
lecolari all’interno della cellula; le molecole di adesione 
tengono unite cellule vicine. All’interno delle cellule le 
membrane costituiscono il supporto per un gran nume- 
ro di processi cellulari, come la sintesi dei lipidi e di certe 
proteine e la trasduzione energetica nei mitocondri e nei 
cloroplasti. Poiché le membrane sono composte soltanto 
da due strati di molecole e quindi sono molto sottili, pos- 
siamo considerarle essenzialmente bidimensionali. Le col- 
lisioni intermolecolari sono più probabili in questo spazio 
bidimensionale che non in quello tridimensionale, perciò 
l'efficienza di alcune vie metaboliche catalizzate da enzi- 
mi viene considerevolmente incrementata proprio dall’or- 
ganizzazione strutturale delle membrane. 

In questo capitolo analizzeremo per prima cosa la com- 
posizione delle membrane cellulari e la loro architettura 
chimica, cioè la struttura molecolare dinamica alla base del- 
le loro funzioni biologiche. Descriveremo poi le particolari 
caratteristiche dinamiche delle membrane in cui i lipidi e 
le proteine si muovono gli uni rispetto alle altre. Fadesione 
cellulare, l’endocitosi e la fusione delle membrane potran- 
no illustrarci il ruolo dinamico delle proteine di membrana. 
Poi studieremo il passaggio, mediato da proteine, dei soluti 
attraverso la membrana, per mezzo dei trasportatori e dei 
canali ionici. Nei prossimi capitoli passeremo in rassegna la 
funzione delle membrane nelle vie di trasduzione del se- 
gnale (Capitoli 12 e 23) e di trasduzione dell'energia (Capi- 
tolo 19), nella sintesi dei lipidi (Capitolo 21) e nella sintesi 
proteica (Capitolo 27). 
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La composizione e l'architettura 
delle membrane 


Per comprendere la funzione delle membrane è necessa- 
rio conoscere la loro composizione, per esempio determi- 
nare quali componenti sono comuni a tutte le membrane 
e quali invece sono tipici di membrane con funzioni spe- 
cifiche. Prima di addentrarci nella descrizione della strut- 
tura e della funzione delle membrane dobbiamo analizza- 
re i loro componenti molecolari: le proteine e i lipidi po- 
lari, che rappresentano la quasi totalità della massa delle 
membrane biologiche, e i carboidrati, presenti come com- 
ponenti delle glicoproteine e dei glicolipidi. 


e  Ognitipo di membrana ha una composizione in lipidi 

e proteine caratteristica 
Le quantità relative di lipidi e proteine variano a seconda 
del tipo di membrana (Tabella 11.1) e riflettono le diffe- 
renze delle loro funzioni biologiche. Per esempio, alcuni 
neuroni hanno un rivestimento di mielina, un’estensione 
della membrana plasmatica che si avvolge molte volte at- 
torno alla cellula e agisce da isolante elettrico passivo. I ri- 
vestimenti di mielina sono costituiti principalmente da li- 
pidi, mentre le membrane plasmatiche dei batteri, dei mi- 
tocondri e dei cloroplasti, su cui avvengono molti processi 
metabolici catalizzati da enzimi, contengono più proteine 
che lipidi (in termini di massa rispetto alla massa totale). 

Per studiare la composizione di una certa membrana 
è necessario per prima cosa separare le membrane di in- 
teresse. Quando le cellule eucariotiche sono sottoposte a 
rotture meccaniche, le loro membrane plasmatiche ven- 
gono frammentate, rilasciando i componenti citoplasma- 
tici e gli organelli circondati da membrana: mitocondri, 
cloroplasti, lisosomi, nuclei e altri. I frammenti di mem- 
brana plasmatica e gli organelli intatti possono essere se- 
parati mediante le tecniche di centrifugazione descritte 
nel Capitolo 1 (vedi la Figura 1.8) e nell’Esercizio svolto 
2.1 (pagina 59). 

È evidente che le cellule devono avere dei meccanismi 
atti a controllare la natura e la quantità dei lipidi sinte- 
tizzati, per poi indirizzare lipidi specifici verso particola- 
ri organelli. Ogni specie, ogni tessuto e ogni tipo di cellula 
hanno un corredo caratteristico di lipidi di membrana. Per 
esempio, le membrane plasmatiche sono ricche di coleste- 
rolo e non contengono quantità apprezzabili di cardiolipi- 
na (Figura 11.2), le membrane mitocondriali sono molto 
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Figura 11.2 Composizione lipidica della membrana plasmatica 
e delle membrane degli organelli di epatocita di ratto. La 
specializzazione funzionale di ogni tipo di membrana dipende dalla 
sua composizione in lipidi. Il colesterolo è molto rappresentato 

nelle membrane plasmatiche, ma praticamente non misurabile 
nelle membrane mitocondriali. La cardiolipina è il principale 
componente della membrana interna dei mitocondri, ma non della 
membrana plasmatica. La fosfatidilserina, il fosfatidilinositolo e 

il fosfatidilglicerolo sono relativamente poco rappresentati nella 
maggior parte delle membrane, pur svolgendo funzioni essenziali; 
per esempio, il fosfatidilinositolo e i suoi derivati sono importanti 
nei processi di trasduzione del segnale innescati da ormoni. Gli 
sfingolipidi, la fosfatidilcolina e la fosfatidiletanolammina sono 
presenti nella maggior parte delle membrane, ma in proporzioni 
diverse. | glicolipidi, i principali componenti delle membrane dei 
cloroplasti delle piante, sono praticamente assenti nelle cellule degli 
animali. 


povere di colesterolo e di sfingolipidi, mentre contengono 
fosfatidilglicerolo e cardiolipina, componenti che vengono 
sintetizzati all’interno dei mitocondri. In quasi tutti i ca- 
si il significato della distribuzione dei lipidi di membrana 
non è ancora chiaro. 


M Tabella 11.1 | principali componenti delle membrane plasmatiche di specie diverse 


Contenuto (% in peso) 


Proteine Fosfolipidi 
Rivestimento di mielina umano 30 30 
Fegato di topo 45 27 
Foglia di granturco 47 26 
Lievito 52 7 
Paramecium (protista ciliato) 56 40 
E. coli 75 25 


Steroli Tipo di sterolo Altri lipidi 
19 Colesterolo Galattolipidi, plasmalogeni 
25 Colesterolo - 
7 Sitosterolo Galattolipidi 
4 Ergosterolo Triacilgliceroli, esteri sterilici 
4 Stigmasterolo - 
0 e i 


Nota: la somma dei valori non raggiunge il 100% in tutti i casi perché vi sono altri componenti oltre a proteine, fosfolipidi e steroli; le piante, per esempio, contengo- 


no livelli elevati di glicolipidi. 


© 978-88-08-26148-9 


Il tipo di proteine presenti nelle membrane isolate da 
fonti diverse varia ancor di più della composizione lipidi- 
ca, e riflette una specializzazione funzionale. Inoltre, al- 
cune proteine di membrana sono legate covalentemente 
agli oligosaccaridi. Per esempio, nella glicoforina, una gli- 
coproteina della membrana plasmatica eritrocitaria, il 60% 
della massa è costituito da complessi oligosaccaridici legati 
covalentemente a specifici residui amminoacidici. I più co- 
muni sono quelli di serina, treonina e asparagina (vedi la 
Figura 730). I residui saccaridici delle glicoproteine loca- 
lizzate sulla superficie cellulare influenzano l’avvolgimen- 
to delle proteine, e anche la loro stabilità e la destinazione 
intracellulare. Inoltre essi hanno un ruolo importante nel 
legame specifico dei ligandi alle glicoproteine superficiali 
dei recettori (vedi la Figura 7.37). 

Alcune proteine di membrana sono legate covalente- 
mente a uno o più lipidi, che fungono da ancore idrofobi- 
che, come vedremo in seguito. 


e Tuttele membrane biologiche hanno alcune proprietà 
fondamentali in comune 

Le membrane sono impermeabili alla maggior parte dei so- 
luti carichi o polari, ma sono permeabili ai composti non po- 
lari; hanno uno spessore che varia da 5 a 8 nm (da 50 a 80 À) 
e quando si osserva una loro sezione trasversale al microsco- 
pio elettronico appaiono trilamellari. Sulla base di dati spe- 
rimentali ottenuti al microscopio elettronico, di studi sul- 
la composizione chimica e di studi fisici sulla permeabilità 
e sugli spostamenti di singole molecole proteiche o lipidi- 
che all’interno della membrana, si è arrivati alla formula- 
zione del modello a mosaico fluido per la struttura delle 
membrane biologiche (Figura 11.3). I fosfolipidi formano 
un doppio strato in cui le regioni non polari dei lipidi sono 
disposte all’interno della struttura e le teste polari guarda- 
no invece verso l’esterno, interagendo con la fase acquosa 
su entrambi i lati. Le proteine sono immerse in questo fo- 
glietto lipidico a doppio strato a intervalli irregolari e sono 
mantenute nella posizione corretta da interazioni idrofobi- 
che tra i lipidi di membrana e i domini idrofobici delle pro- 
teine. Alcune proteine sporgono solo da un lato o dall’altro 
della membrana; altre hanno domini esposti su entrambi i 
lati del foglietto lipidico. L'orientamento delle proteine nel 
doppio strato è asimmetrico, e rende la membrana altret- 
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tanto asimmetrica; i domini di una proteina esposti su un 
lato della membrana sono diversi da quelli esposti sull’al- 
tro lato, generando così un’asimmetria anche funzionale. 
Le subunità proteiche e lipidiche presenti in una membra- 
na formano un mosaico fluido che quindi, a differenza dei 
mosaici di tessere di ceramica e calce, è libero di modificar- 
si continuamente. La fluidità del mosaico di membrana è 
data dal fatto che le interazioni tra i suoi componenti sono 
non covalenti, e ogni singola molecola lipidica e proteica è 
libera di spostarsi lateralmente nel piano della membrana. 

Vedremo ora in dettaglio alcune delle caratteristiche 
del mosaico fluido e prenderemo in considerazione le evi- 
denze sperimentali che confermano questo modello di ba- 
se, il quale è stato però perfezionato in vari modi. 


e Ildoppiostrato lipidico è l'elemento strutturale di base 
delle membrane 
I glicerofosfolipidi, gli sfingolipidi e gli steroli sono prati- 
camente insolubili in acqua. Quando vengono dispersi in 
acqua, formano spontaneamente degli aggregati lipidici 
microscopici in una fase separata dall'ambiente acquoso 
circostante e raggruppano le parti idrofobiche tenendole 
a contatto le une con le altre; le teste polari idrofiliche in- 
vece si dispongono sulla superficie per interagire con il sol- 
vente acquoso. Si ricordi che il raggruppamento dei lipidi 
riduce la quantità di superficie idrofobica esposta all’ac- 
qua e rende minimo il numero di molecole di acqua che si 
devono disporre ordinatamente all’interfaccia lipide-ac- 
qua (vedi la Figura 2.7), e come risultato si ha un aumento 
dell’entropia. Le interazioni idrofobiche tra le molecole dei 
lipidi forniscono la forza termodinamica trainante per la 
formazione e la stabilizzazione di questi raggruppamenti. 
A seconda delle condizioni e della natura chimica dei 
lipidi, quando in un ambiente acquoso sono dispersi lipidi 
anfipatici si possono formare tre tipi di aggregati (Figura 
11.4). Le micelle sono strutture sferiche che contengono 
da una decina a qualche centinaio di molecole. Queste mo- 
lecole sono disposte con le regioni idrofobiche raggruppate 
all’interno della sfera e quindi non a contatto con l’acqua, 
e con le teste polari idrofiliche esposte sulla superficie, a 
contatto con l’acqua. La formazione delle micelle è favorita 
quando l’area della superficie della sezione trasversale del- 
la testa polare della molecola è più grande di quella di una 


Figura 11.3 Modello a mosaico fluido della 
struttura della membrana. Le catene di acidi grassi 
all'interno della membrana formano una regione 
fluida e idrofobica. Le proteine integrali galleggiano 
in questo mare di lipidi, mantenute nella posizione 
corretta da interazioni delle catene laterali non polari 
dei loro amminoacidi con il nucleo idrofobico della 
membrana. Sia le proteine che i lipidi sono liberi di 
muoversi lateralmente nel piano del doppio strato 
lipidico, mentre il ribaltamento da un lato all’altro 
della membrana risulta assai difficoltoso. | residui 
dei carboidrati legati ad alcune proteine e ad alcuni 
lipidi della membrana plasmatica sono esposti sulla 
superficie extracellulare della membrana. 
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(a) Micella 


Figura 11.4 Aggregati di lipidi anfipatici che si formano in 
acqua. (a) Nelle micelle, le catene idrofobiche degli acidi grassi 

sono confinate nel nucleo della sfera. Al loro interno non vi è acqua. 
(b) In un doppio strato aperto, tutte le catene aciliche, eccetto quelle 


catena acilica, come per esempio in un acido grasso libero, 
in un lisofosfolipide (un fosfolipide senza un acido gras- 
so) e nel detergente sodio dodecil solfato (SDS; pagina 97). 

Un secondo tipo di aggregato lipidico è il doppio stra- 
to, in cui due monostrati (foglietti) formano un foglio bi- 
dimensionale. La formazione del doppio strato è favorita 
quando le aree della superficie della sezione trasversale 
della testa e delle catene aciliche della molecola lipidica 
sono circa uguali, come nei glicerofosfolipidi e negli sfin- 
golipidi. In ogni monostrato le parti idrofobiche escluse 
dall’acqua interagiscono le une con le altre. Le teste po- 
lari idrofiliche sono a contatto con l’acqua su entrambe 
le superfici del doppio strato. Poiché il doppio strato ha 
comunque i margini esposti all'acqua (Figura 11.4b), que- 
sta struttura risulta instabile e forma spontaneamente un 
terzo tipo di aggregato lipidico: si ripiega su se stessa ge- 
nerando una sfera, detta vescicola o liposoma (Figura 
11.4c). Con la formazione della vescicola, il doppio strato 
non ha più margini idrofobici esposti e acquista la mas- 
sima stabilità in ambiente acquoso. Queste vescicole a 
doppio strato lipidico possono inglobare acqua, forman- 
do un compartimento interno acquoso, separato dall’am- 
biente circostante. È molto probabile che i precursori del- 
le prime cellule fossero simili a liposomi, il cui contenu- 
to acquoso era separato dal mondo esterno da uno stra- 
to idrofobico. 

Le membrane biologiche sono costituite da doppi strati 
lipidici dello spessore di 3 nm (30 A). Il nucleo idrocarbu- 
rico della membrana, costituito dai —CH,— e —CH; dei 
gruppi acilici, è non polare quasi come il decano, e i lipo- 
somi formati in laboratorio hanno la stessa impermeabi- 
lità ai soluti polari delle membrane biologiche (queste ul- 
time sono però permeabili ai soluti per i quali possiedono 
trasportatori specifici). 

I lipidi delle membrane plasmatiche sono distribuiti 
sulle due facce del doppio strato in modo asimmetrico, 
anche se, a differenza delle proteine di membrana, l’asim- 
metria non è assoluta. Nelle membrane plasmatiche degli 
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(c) Vescicola 


presenti sui margini del foglietto, sono protette dal contatto con 
l'acqua. (c) Quando un doppio strato bidimensionale si avvolge su se 
stesso, si forma una vescicola chiusa tridimensionale (liposoma) che 
racchiude una cavità acquosa. 


eritrociti, per esempio, i lipidi che contengono colina (fo- 
sfatidilcolina e sfingomielina) si trovano normalmente nel 
foglietto esterno (extracellulare o esoplasmatico) (Figu- 
ra 11.5), mentre la fosfatidilserina, la fosfatidiletanolam- 
mina e i fosfatidilinositoli sono molto più comuni nel fo- 
glietto interno (citoplasmatico). Il flusso dei componen- 
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Figura 11.5 Distribuzione asimmetrica dei fosfolipidi nei 
monostrati interno ed esterno della membrana plasmatica 
degli eritrociti. La distribuzione di uno specifico fosfolipide 

viene determinata mediante trattamento della cellula intatta con 

la fosfolipasi C, che non può raggiungere i lipidi del monostrato 
(foglietto) interno, ma rimuove le teste polari dei lipidi del 
monostrato esterno. Ogni testa polare viene rimossa secondo una 
percentuale che è indice della quantità di ogni lipide nel monostrato 
esterno. 
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ti di membrana che passano dal reticolo endoplasmatico, 
attraverso vescicole di trasporto dell’apparato di Golgi, al- 
la membrana plasmatica è accompagnato da cambiamen- 
ti nella composizione e nella disposizione dei lipidi all’in- 
terno del doppio strato (Figura 11.6). La fosfatidilcolina è 
il principale fosfolipide presente nel monostrato interno 
del lume della membrana del Golgi, invece nelle vescico- 
le di trasporto la fosfatidilcolina viene ampiamente sosti- 
tuita da sfingolipidi e colesterolo che, quando le vescicole 
di trasporto si fondono con la membrana plasmatica, van- 
no a costituire la maggior parte dei lipidi nel monostrato 
esterno della membrana plasmatica. 

Le differenze nella distribuzione dei lipidi tra i fogliet- 
ti della membrana plasmatica hanno conseguenze biolo- 
giche. Per esempio, solo quando la fosfatidilserina della 
membrana plasmatica si muove nel foglietto esterno la pia- 
strina acquista la capacità di formare un coagulo di san- 


Figura 11.7 Proteine periferiche integrali e anfitropiche. 

Le proteine di membrana possono essere classificate in base alle 
condizioni necessarie per staccarle dalla membrana. La maggior 
parte delle proteine periferiche può essere rilasciata dalla membrana 
mediante variazione del pH o della forza ionica, rimozione degli 

ioni calcio con agenti chelanti o aggiunta di urea o carbonato. 

Le proteine integrali possono essere estratte con detergenti che 
annullano le interazioni idrofobiche con il doppio strato lipidico, 
formando micelle contenenti singole molecole proteiche. Le proteine 
integrali legate covalentemente a lipidi di membrana, come il glicosil- 
fosfatidilinositolo (GPI; vedi la Figura 11.15), vengono rilasciate in forma 
solubile dalla fosfolipasi C. Le proteine anfitropiche possono associarsi 
alle membrane oppure non associarsi, a seconda del tipo di processo 
di regolazione a cui sono sottoposte, per esempio la palmitilazione 
reversibile. 
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gue. Per molti altri tipi cellulari l’esposizione sulla super- 
ficie esterna della fosfatidilserina rappresenta un segnale 
che porta la cellula alla distruzione mediante morte pro- 
grammata. Il movimento delle molecole di fosofolipidi tra 
un foglietto e l’altro del doppio strato della membrana è 
catalizzato e regolato da proteine specifiche (vedi la Fi- 
gura 11.17). 
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e  Sipossono distinguere tre tipi di proteine, che differiscono 
tra loro per il modo in cui sono associate alla membrana 

Le proteine integrali di membrana sono strettamente 
associate al doppio strato lipidico e possono essere rimosse 
solo mediante un trattamento con agenti che interferisco- 
no con le interazioni idrofobiche, come detergenti, solventi 
organici o composti denaturanti (Figura 11.7). Le protei- 
ne periferiche di membrana si associano alla membrana 
tramite interazioni elettrostatiche e legami idrogeno coni 
domini idrofilici delle proteine integrali e con le teste po- 
lari dei lipidi di membrana. Esse possono essere staccate 
con trattamenti blandi che interferiscono con le interazio- 
ni elettrostatiche e rompono i legami idrogeno; un agente 
di uso comune è una soluzione di carbonato a pH elevato. 
Le proteine anfitropiche si trovano sia nel citosol che in 
associazione con le membrane. In alcuni casi la loro affini- 
tà per le membrane è dovuta all’interazione non covalente 
con una proteina o un lipide di membrana, mentre in altri 
casi è dovuta alla presenza di una o più molecole di lipidi 
legati alla proteina anfitropica (vedi la Figura 11.15). In ge- 
nerale l'associazione reversibile della proteina anfitropica 
con la membrana è regolata; per esempio, la fosforilazione 
o il legame di un ligando possono indurre un cambiamen- 
to conformazionale della proteina, e far esporre un sito di 
legame per la membrana prima inaccessibile. 


e Molte proteine di membrana attraversano 

completamente il doppio strato lipidico 
La topologia delle proteine di membrana, relativamente 
al doppio strato lipidico, può essere studiata utilizzando 
composti che reagiscono con le catene laterali delle pro- 
teine ma che non possono attraversare la membrana, per 
esempio i composti chimici polari che reagiscono con le 
ammine primarie dei residui di Lys, oppure enzimi, come 
la tripsina, che idrolizzano le proteine ma non attraver- 
sano la membrana. Peritrocita umano è particolarmente 
adatto a questi studi perché non ha organelli circondati 
da membrane e la membrana plasmatica è l’unica mem- 
brana presente. In un eritrocita intatto, se una proteina di 
membrana reagisce con un composto impermeabile alla 
membrana, deve avere almeno un dominio esposto sulla 
faccia esterna (extracellulare) della membrana. La tripsi- 
na rimuove i domini extracellulari ma non agisce sui do- 
mini immersi nel doppio strato lipidico o esposti sulla su- 
perficie citoplasmatica, a meno che la membrana plasma- 
tica non sia danneggiata in modo da rendere questi domi- 
ni accessibili all’enzima. 

Esperimenti con questo tipo di reagenti che riconosco- 
no regioni specifiche hanno dimostrato che la glicoforina, 
una glicoproteina degli eritrociti, attraversa la membrana 
plasmatica. Il suo dominio amminoterminale (che contiene 
i carboidrati) è sulla superficie esterna dell’eritrocita e può 
essere staccato grazie all’azione della tripsina. Il suo domi- 
nio carbossiterminale si estende all’interno della cellula, 
dove non può reagire con i reagenti impermeabili. I do- 
mini amminoterminale e carbossiterminale contengono 
molti residui amminoacidici polari o carichi e sono quindi 
relativamente idrofilici. Un lungo segmento al centro del- 
la molecola della glicoforina (i residui da 75 a 93) contiene 
invece soltanto residui amminoacidici idrofobici, indicando 


© 978-88-08-26148-9 


Ammino- 
terminale 


Esterno 


Interno 


Carbossi- 
terminale / 


131 


Figura 11.8 Disposizione della glicoforina nel doppio strato 
lipidico della membrana dell’eritrocita. Un dominio idrofilico, 
contenente tutti i residui saccaridici, si trova sulla superficie esterna, 
e un altro dominio idrofilico sulla superficie interna. Gli esagoni 

in rosso indicano unità tetrasaccaridiche [contenenti due Neu5Ac 
(acido sialico), Gal e GalNAc] legate con legami O-glicosidici a residui 
di serina o di treonina della proteina; l'esagono in blu indica un 
oligosaccaride legato con un legame N-glicosidico a un residuo di 
asparagina. Le dimensioni delle unità oligosaccaridiche reali sono 
molto più grandi di quanto non possa apparire da quanto mostrato 
nella figura. Un segmento composto da 19 residui idrofobici (dal 
residuo 75 al residuo 93) forma un'a elica che attraversa il doppio 
strato lipidico (vedi la Figura 11.12a). Il segmento tra i residui 64 e 74 
contiene alcuni residui idrofobici e probabilmente penetra nella parte 
rivolta verso l'esterno del doppio strato lipidico. 


che la glicoforina ha un segmento organizzato che attraver- 
sa la membrana, mostrato nella Figura 11.8. 

Questi esperimenti non cristallografici hanno anche 
permesso di concludere che l'orientamento della glicofori- 
na nella membrana è asimmetrico: la sua estremità ammi- 
nica si trova sempre all’esterno. Indagini simili su altre pro- 
teine di membrana hanno dimostrato che ogni proteina di 
membrana ha uno specifico orientamento nel doppio stra- 
to lipidico, rendendo così la membrana un compartimen- 
to asimmetrico. Per la glicoforina e per tutte le altre glico- 
proteine della membrana plasmatica i domini glicosilati si 
trovano sempre sulla faccia esterna del doppio strato. Co- 
me vedremo in seguito, la disposizione asimmetrica delle 
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proteine di membrana porta a un’asimmetria funzionale. 
Tutte le molecole di una data pompa ionica, per esempio, 
hanno lo stesso orientamento e quindi tutte pompano gli 
ioni nella stessa direzione. 


e Le proteine integrali si mantengono associate alle 
membrane grazie a interazioni idrofobiche coni lipidi 

L'associazione molto forte delle proteine integrali con le 
membrane dipende da interazioni idrofobiche tra i lipi- 
di di membrana e i domini idrofobici delle proteine. In 
alcune proteine vi è una sola sequenza idrofobica al cen- 
tro della proteina (come nella glicoforina), oppure nel- 
la regione amminoterminale o carbossiterminale; altre 
proteine di membrana hanno diverse sequenze idrofobi- 
che, ognuna abbastanza lunga da attraversare il doppio 
strato lipidico quando è nella conformazione ad a elica 
(Figura 11.9). 

Una delle proteine più studiate fra quelle che attra- 
versano la membrana è la batteriorodopsina, con sette se- 
quenze interne molto idrofobiche che attraversano set- 
te volte il doppio strato lipidico. La batteriorodopsina è 
una pompa protonica innescata dalla luce ed è disposta in 
schiere molto ravvicinate nella membrana purpurea del 
batterio Halobacterium salinarum. La cristallografia a rag- 
gi X ha rivelato che la proteina presenta sette segmenti ad 
a elica (ognuno dei quali attraversa il doppio strato lipidi- 
co) uniti da ripiegamenti non elicoidali sia sulla superfi- 
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Figura 11.9 Proteine integrali di membrana. Per le proteine 
note della membrana plasmatica la relazione spaziale tra domini 
proteici e doppio strato lipidico può essere suddivisa in sei categorie. 
Nei tipi le Il la proteina ha una sola elica transmembrana; il domino 
N-terminale è all'esterno della cellula nel tipo l e all'interno nel tipo 
Il. Nel tipo III, le eliche transmembrana sono numerose, ma fanno 
tutte parte della stessa catena polipeptidica. Nel tipo IV i domini 
transmembrana di diverse catene polipeptidiche si uniscono per 
formare un canale che attraversa la membrana. Nel tipo V sono 
comprese le proteine legate covalentemente a lipidi che le ancorano 
al doppio strato (vedi la Figura 11.15) e nel tipo VI le proteine hanno 
sia eliche transmembrana sia ancore lipidiche. In questa figura e in 
altre figure del testo i segmenti di proteine transmembrana sono 
rappresentati nella conformazione più probabile: come a eliche 

con sei o sette giri. Qualche volta queste eliche sono mostrate sotto 
forma di cilindri. Poiché dalla cristallografia a raggi X è stata dedotta 
la struttura tridimensionale di pochissime proteine di membrana, 

le rappresentazioni dei domini extramembrana sono arbitrarie e le 
dimensioni non rispecchiano quelle reali. 
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cie esterna, sia su quella interna della membrana (Figura 
11.10). Nella sequenza della batteriorodopsina vi sono set- 
te segmenti con circa 20 amminoacidi idrofobici, ognuno 
dei quali è sufficientemente lungo da costituire un’a elica 
che attraversa la membrana. Le sette eliche sono raggrup- 
pate insieme e sono disposte quasi perpendicolarmente al 
piano del doppio strato, generando un percorso transmem- 
brana per il passaggio dei protoni. Come vedremo nel Ca- 
pitolo 12, questa struttura a sette eliche idrofobiche che 
attraversano la membrana è un motivo comune a molte 
proteine di membrana coinvolte nella trasduzione del se- 
gnale. Le interazioni idrofobiche tra gli amminoacidi non 
polari e le catene degli acidi grassi dei lipidi di membrana 
ancorano saldamente la proteina alla membrana. 

Studi cristallografici condotti su proteine di membrana 
hanno rivelato che spesso le proteine cristallizzate conten- 
gono molecole di fosfolipidi, che si presume siano disposte 
nei cristalli delle proteine come lo sono nella membrana. 
Molti di questi fosfolipidi giacciono sulla superficie delle 
proteine, con le teste polari che interagiscono con i residui 
amminoacidici polari sulle interfacce membrana-acqua 
e con le catene idrocarburiche che si associano ai residui 
non polari. Questi lipidi anulari formano un avvolgimen- 
to intorno alla superficie della proteina (anello), orienta- 
to all’incirca come nel doppio strato lipidico di membrana 
(Figura 11.11). Altri fosfolipidi si dispongono tra i mono- 
meri delle proteine di membrana formate da più subunità, 
e agiscono da “interfaccia lipidica”. Altri si trovano all’in- 
terno delle proteine di membrana, spesso con le teste po- 
lari ben al di sotto della superficie del doppio strato lipidi- 
co. Per esempio, la succinato deidrogenasi (Complesso II, 
presente nei mitocondri; vedi la Figura 19.10) possiede al 
suo interno alcune molecole fosfolipidiche. 
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Figura 11.10 La batteriorodopsina, una proteina che attraversa 
la membrana. (PDB ID 2AT9) La singola catena polipeptidica 

della batteriorodopsina si ripiega in sette a eliche idrofobiche, 
ognuna delle quali attraversa il doppio strato lipidico ed è quasi 
perpendicolare al piano della membrana. Le sette eliche formano 

un fascio, e gli spazi intorno e tra loro sono riempiti dalle catene 

degli acidi grassi dei lipidi di membrana. Il retinale, il pigmento che 
assorbe la luce (vedi la Figura 10.21), è immerso in profondità nella 
membrana, a contatto con diversi segmenti elicoidali (non mostrato). 
Le eliche hanno colori corrispondenti al loro grado di idropaticità, 
come rappresentato nel grafico della Figura 11.12b. 
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Fosfolipidi 


(a) Acquaporina di pecora 


(b) V, dell’ATPasi tipo V 


Figura 11.11 Anelli lipidici associati a due proteine integrali 

di membrana. (a) La struttura cristallina dell'acquaporina di pecora 
(PDB 1D 2B60), un canale transmembrana per l'acqua, presenta un 
guscio di molecole fosfolipidiche poste con le loro teste polari (in 
blu) nella loro posizione normale nei foglietti interno ed esterno della 
membrana, e con le loro catene aciliche idrofobiche (in giallo chiaro) 
strettamente associate alla superficie della proteina esposta verso 

il doppio strato. | lipidi formano un “involucro lipidico” intorno alla 
proteina, indicata in blu scuro. (b) Struttura cristallina del complesso 
Fo della Na*-ATPasi tipo V, una proteina integrale di membrana di 
Enterococcus hirae (PDB ID 2BL2). La proteina possiede 10 subunità 
identiche, ciascuna con quattro eliche transmembrana, che 
circondano una cavità centrale riempita di fosfatidilglicerolo (PG). La 
figura rappresenta in sezione cinque delle dieci subunità per mettere 
in evidenza le molecole di PG di ciascuna subunità all'interno della 
struttura. 


e Latopologia delle proteine integrali di membrana 
talvolta può essere prevista in base alla sequenza 
amminoacidica 
Determinare la struttura tridimensionale o topologia di 
una proteina di membrana è in genere molto più difficile 
che determinare la sua sequenza amminoacidica, che può 
essere ottenuta sequenziando la proteina stessa o il suo 
gene. Sono disponibili migliaia di sequenze di proteine di 
membrana, ma soltanto poche strutture tridimensionali so- 
no state stabilite mediante cristallografia o spettroscopia 
NMR. La presenza di sequenze non interrotte di più di 20 
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residui idrofobici in una proteina di membrana è in gene- 
re considerata una prova del fatto che quella sequenza at- 
traversa il doppio strato lipidico, agendo come un’àncora 
idrofobica o creando canali transmembrana. Praticamente 
tutte le proteine integrali di membrana hanno almeno una 
di queste sequenze. Applicando questa logica alle intere se- 
quenze genomiche si può concludere che in molte specie 
dal 20% al 30% delle proteine faccia parte delle membrane. 

Possiamo prevedere quale struttura secondaria avrà la 
porzione della proteina di membrana che attraversa il dop- 
pio strato lipidico? Una sequenza ad a elica di 20-25 resi- 
dui è sufficientemente lunga per attraversare lo spessore 
di un doppio strato lipidico (30 À) (si ricordi che ogni am- 
minoacido che compone un’a elica è lungo 1,5 À, cioè 0,15 
nm). Poiché una catena polipeptidica circondata da lipi- 
di non ha molecole di acqua con cui formare legami idro- 
geno, tenderà a ripiegarsi in conformazioni ad a elica o a 
foglietto f3, in cui i legami idrogeno intracatena sono più 
numerosi. Se le catene laterali di tutti gli amminoacidi di 
un’a elica sono non polari, le interazioni idrofobiche che 
si instaurano con i lipidi circostanti stabilizzano ulterior- 
mente la struttura a elica. 

Sono stati messi a punto diversi metodi di analisi della 
sequenza degli amminoacidi allo scopo di prevedere con 
una certa accuratezza la struttura secondaria delle protei- 
ne che attraversano la membrana. È stata determinata spe- 
rimentalmente la polarità di tutti e venti gli amminoacidi, 
misurando la variazione di energia libera che accompagna 
il passaggio di un dato residuo da un solvente idrofobico 
all'acqua. L'energia libera di questo trasferimento passa da 
valori molto esoergonici per i residui carichi o polari a va- 
lori molto endoergonici per gli amminoacidi con catene 
laterali aromatiche o alifatiche. Eidrofobicità complessiva 
di una sequenza di amminoacidi si calcola sommando le 
energie libere di trasferimento dei residui presenti nella 
sequenza, che diventano così l'indice idropatico di quel- 
la regione proteica (vedi la Tabella 3.1). Per cercare sulla 
sequenza polipeptidica un segmento che possa attraver- 
sare la membrana, bisogna calcolare l’indice idropatico di 
segmenti successivi di una data dimensione (chiamati “fi- 
nestre”), con una lunghezza che può variare da 7 a 20 am- 
minoacidi. Per una finestra di sette residui, per esempio 
vengono posti in grafico gli indici dei segmenti (finestre) 
contenenti i residui 1-7, 2-8, 3-9 e così via, come è mostra- 
to nella Figura 11.12 (il valore determinato viene posto sul 
residuo centrale di ogni finestra; per esempio, il residuo 
4 per finestre costituite dai residui da 1 a 7). Una regione 
di più di 20 residui con un indice idropatico particolar- 
mente elevato viene considerata un potenziale segmento 
transmembrana. Quando la sequenza di una proteina di 
cui è nota la struttura tridimensionale viene analizzata in 
questo modo, vi è una buona corrispondenza tra i segmen- 
ti ipotizzati e quelli che realmente attraversano la mem- 
brana. Lanalisi idropatica prevede una singola elica idro- 
fobica per la glicoforina (Figura 11.12a) e sette segmenti 
transmembrana per la batteriorodopsina (Figura 11.12b), 
in accordo con i dati sperimentali. 

Basandosi sulla sequenza amminoacidica e sui grafi- 
ci dell'indice idropatico, si pensa che molte delle proteine 
trasportatrici descritte in questo capitolo abbiano numero- 
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Figura 11.12 Grafici idropatici. L'indice idropatico (vedi la 

Tabella 3.1) è messo in grafico in funzione del numero di residui della 
sequenza per due proteine integrali di membrana. L'indice idropatico 
di ogni residuo amminoacidico in una sequenza specifica (chiamata 
“finestra”) viene usato per calcolare l'idropatia media dei residui 

in quella finestra. In ascissa viene indicato il numero del residuo al 
centro di ogni finestra considerata. (a) La glicoforina degli eritrociti 
umani ha una sola sequenza idrofobica tra i residui 75 e 93 (in giallo); 
si confronti con la Figura 11.8. (b) La batteriorodopsina, che da studi 
fisici risultava possedere sette eliche transmembrana (vedi la Figura 
11.10), ha sette regioni idrofobiche. Si noti che il grafico idropatico è 
piuttosto ambiguo nelle regioni dei segmenti 6 e 7. La cristallografia 
ai raggi X ha confermato che in questa regione della proteina vi sono 
due eliche transmembrana. 
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se strutture elicoidali che attraversano la membrana, cioè 
che esse siano proteine integrali di membrana del tipo III 
o IV (vedi la Figura 11.9). Quando le previsioni sono in ac- 
cordo con gli studi chimici di localizzazione della proteina 
(come quelli descritti prima per la glicoforina e per la bat- 
teriorodopsina), l'ipotesi che le regioni idrofobiche corri- 
spondano a segmenti che attraversano la membrana è an- 
cora più giustificata. 

Un'ulteriore caratteristica particolare di molte protei- 
ne transmembrana di strutture conosciute è la presenza di 
residui di Tyr e Trp all'interfaccia fra lipidi e acqua (Figura 
11.13). Le catene laterali di questi residui servono apparen- 
temente come ancore all'interfaccia della membrana, per- 
ché sono capaci di interagire simultaneamente con la fase 
lipidica centrale e con le fasi acquose sull’uno o sull’altro 
lato della membrana. Un'altra caratteristica generale della 
localizzazione degli amminoacidi nel doppio strato va sot- 
to il nome di regola del positivo all’interno. Le cariche 
positive sui residui di Lys, His e Arg delle proteine di mem- 
brana generalmente si trovano sulla faccia citoplasmatica 
della membrana. 

Non tutte le proteine integrali di membrana sono com- 
poste da a eliche transmembrana. Un altro motivo struttu- 
rale ricorrente nelle proteine di membrana dei batteri è la 
struttura a barile B (vedi la Figura 4.18b), in cui 20 o più 
segmenti transmembrana si dispongono in modo da for- 
mare foglietti f che rivestono un cilindro (Figura 11.14). Lo 
stesso fattore che favorisce la formazione di eliche nell’in- 
terno idrofobico di un doppio strato lipidico stabilizza an- 
che il barile B. Quando non vi sono molecole di acqua per 
formare legami idrogeno con l'ossigeno carbonilico o con 
l'azoto del legame peptidico, la generazione di un numero 
massimo di legami idrogeno intracatena rende più stabile 
la conformazione assunta dalla proteina. Le conformazioni 
B planari non massimizzano le loro interazioni e, general- 
mente, non si trovano nella membrana interna; i barili B 
permettono tutti i possibili legami idrogeno e a quanto pa- 


OmpX 


Fosfoporina E 


della membrana esterna 


Figura 11.13 I residui di Tyr e Trp delle proteine di membrana si 
raggruppano all'interfaccia acqua-lipide. Le strutture dettagliate 
di queste cinque proteine sono note grazie a studi cristallografici. Il 
canale del K* (PDB ID 1BL8) del batterio Streptomyces lividans (vedi la 
Figura 11.47); la maltoporina (PDB ID 1AF6); la fosfolipasi A (OmpLA, 
PDB ID 1QD5) della membrana esterna; l'OmpX (PDB ID 109) e la 


fosfoporina E (PDB ID 1PHO) sono proteine della membrana esterna di 


E. coli. | residui di Tyr e Trp si trovano prevalentemente dove la regione 
non polare delle catene aciliche incontra la regione del gruppo di 
testa polare. | residui carichi (Lys, Arg, Glu e Asp) si trovano quasi 
esclusivamente nelle fasi acquose. 
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FepA Maltoporina 


Figura 11.14 Proteine di membrana con struttura a barile f.. 
La figura mostra tre proteine della membrana esterna di E. coli, 
viste nel piano della membrana. L'FepA (PDP ID1FEP), coinvolta 
nella captazione del ferro, possiede 22 catene f che attraversano la 
membrana. La OmpLA (derivata da PDB ID 1Q0D5), una fosfolipasi, è 
una struttura dimerica a barile i cui monomeri sono costituiti da 
12 catene. La maltoporina (derivata dal PDB ID 1MAL), una proteina 
trasportatrice del maltosio, è un trimero, i cui monomeri sono 
costituiti da 16 catene ft. 


re sono comuni tra le proteine di membrana. Le porine, 
proteine che consentono ai soluti polari di attraversare la 
membrana esterna di batteri gram-negativi come E. coli, 
hanno molti barili B che rivestono il passaggio transmem- 
brana. Anche le membrane esterne dei mitocondri e dei 
cloroplasti contengono una grande varietà di barili ft. 

Un polipeptide è molto più esteso nella conformazione 
B che in quella ad a elica; per attraversare una membrana 
sono sufficienti da sette a nove residui nella conformazio- 
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ne f. Si ricordi che nella conformazione f le catene late- 
rali degli amminoacidi si proiettano alternativamente so- 
pra e sotto il piano del foglietto (vedi la Figura 4.6). Nelle 
catene B delle proteine transmembrana, un residuo ogni 
due nei segmenti che attraversano la membrana è idrofobi- 
co e interagisce con il doppio strato lipidico; all'interfaccia 
lipide-proteina molto spesso sono presenti catene laterali 
aromatiche. Gli altri residui possono essere o non essere 
idrofilici. Il grafico idropatico non è utile per prevedere i 
segmenti transmembrana delle proteine con i motivi a ba- 
rile B, ma, aumentando nelle banche dati il numero di in- 
formazioni sulle strutture dei barili } note, diventa sem- 
pre più probabile arrivare a prevedere la presenza di que- 
sta struttura a foglietto f transmembrana. Per esempio, è 
stato dimostrato, mediante analisi di sequenza, che un cer- 
to numero di proteine della membrana esterna dei batteri 
gram-negativi (Figura 11.14) contiene barili p. 


e  Ilipidi legati covalentemente funzionano da ancore 
idrofobiche per le proteine di membrana 

Alcune proteine di membrana sono ancorate covalente- 
mente a uno o più lipidi di tipo diverso: acidi grassi a ca- 
tena lunga, isoprenoidi o derivati glicosilati del fosfatidi- 
linositolo, GPI (Figura 11.15). Questi lipidi si comportano 
da ancore idrofobiche che si inseriscono nel doppio strato 
lipidico e mantengono la proteina esposta sulla superficie 
della membrana. La forza di interazione tra il doppio stra- 
to lipidico e una singola catena idrocarburica legata a una 


Figura 11.15 Proteine di membrana legate a lipidi.| lipidi legati covalentemente 

ancorano le proteine dimembrana al doppio strato lipidico. Una catena di acido 

palmitico è unita mediante un legame tioestere a un residuo di Cys; una catena di 

acido N-miristilico è legata di solito a un residuo di Gly N-terminale. | gruppi farnesilici Ra 
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proteina sarebbe di per sé sufficiente per l'ancoraggio, tut- 
tavia molte proteine hanno più di un lipide legato. Altre 
interazioni, come le attrazioni ioniche tra le catene laterali 
cariche positivamente dei residui di Lys della proteina e le 
teste polari cariche negativamente della membrana, stabi- 
lizzano ulteriormente questa associazione. L'associazione 
con la membrana di queste proteine ancorate per mezzo 
dei lipidi è certamente più debole di quella delle protei- 
ne integrali di membrana, anzi in alcuni casi è persino re- 
versibile, come nel caso della palmitilazione della cisteina. 

Oltre al semplice ruolo strutturale, i lipidi che ancora- 
no le proteine svolgono anche altre funzioni. Nella mem- 
brana plasmatica le proteine ancorate con GPI sono pre- 
senti soltanto sulla faccia esterna e talvolta si trovano rag- 
gruppate in regioni specifiche, come vedremo più avanti 
sempre in questo capitolo (pagina 411), mentre altri tipi 
di proteine ancorate per mezzo di lipidi (con gruppi far- 
nesilici o geranilgeranilici; Figura 11.15) si trovano esclu- 
sivamente sulla faccia interna. Nelle cellule epiteliali po- 
larizzate (come le cellule dell’epitelio intestinale; vedi la 
Figura 11.43), in cui le superfici apicale e basale svolgono 
ruoli differenti, le proteine ancorate con GPI sono localiz- 
zate esclusivamente sulla superficie apicale. [attacco di 
lipidi specifici su una membrana neosintetizzata ha quin- 
di una funzione di “bersaglio” (targeting), poiché dirige la 
proteina verso la sua corretta posizione sulla membrana. 


SOMMARIO 11.1 
La composizione e l'architettura delle 
membrane 

e Le membrane biologiche definiscono i confini cellula- 
ri, dividono le cellule in compartimenti discreti, orga- 
nizzano sequenze di reazioni complesse, e sono coin- 
volte nella ricezione del segnale e nelle trasformazioni 
energetiche. 

e Le membrane sono composte da lipidi e proteine in 
rapporti caratteristici differenti per ogni specie, tipo 
cellulare o organello. La struttura fondamentale delle 
membrane è il doppio strato lipidico. 

e Le proteine di membrana periferiche sono associate 
debolmente alla membrana tramite interazioni elettro- 
statiche e legami idrogeno, o tramite ancore lipidiche 
legate covalentemente. Le proteine integrali sono sal- 
damente associate alle membrane tramite interazioni 
idrofobiche tra il doppio strato lipidico e i residui am- 
minoacidici non polari orientati verso l'esterno della 
molecola proteica. Le proteine anfitropiche si associa- 
no reversibilmente alle membrane. 

* Molte proteine di membrana attraversano il doppio 
strato lipidico varie volte, con tratti di sequenze idro- 
fobiche di circa venti amminoacidi che formano a eli- 
che transmembrana. Nelle membrane batteriche sono 
presenti anche strutture multistrato a barile B. I residui 
di Tyr e Trp delle proteine transmembrana si trovano 
generalmente in corrispondenza dell’interfaccia lipide- 
acqua. 

e I lipidi e le proteine di membrana sono inseriti nel 
doppio strato lipidico secondo orientamenti specifici; 
pertanto le membrane sono strutturalmente e funzio- 
nalmente asimmetriche. Le glicoproteine delle mem- 
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brane plasmatiche sono sempre orientate con il domi- 
nio contenente i carboidrati sulla superficie cellulare 
esterna. 


Dinamica delle membrane 


Una caratteristica peculiare di tutte le membrane biolo- 
giche è la loro flessibilità, cioè la loro capacità di cambia- 
re forma senza perdere la loro integrità. Alla base di que- 
sta proprietà vi sono le interazioni non covalenti tra i lipi- 
di del doppio strato e la possibilità delle singole molecole 
lipidiche di spostarsi, non essendo legate covalentemen- 
te tra loro. Passiamo ora a trattare la dinamica delle mem- 
brane: i possibili movimenti e le strutture transitorie per- 
messe dai movimenti stessi. 


e Igruppiacilici all’interno del doppio strato possono essere 
disposti in vari gradi di ordine 

Sebbene la struttura del doppio strato lipidico sia abbastan- 
za stabile, le singole molecole di fosfolipidi e steroli hanno 
una certa libertà di movimento (Figura 11.16), in base alla 
temperatura e alla composizione lipidica. Al di sotto delle 
temperature fisiologiche, i lipidi nel doppio strato formano 
uno stato liquido ordinato (L,) semisolido, in cui tutti i 
tipi di movimento delle singole molecole sono fortemente 
limitati e il doppio strato è paracristallino (Figura 11.16a). 
AI di sopra delle normali temperature fisiologiche, le singo- 
le catene idrocarburiche degli acidi grassi sono in costante 
movimento dovuto alla rotazione dei legami carbonio-car- 
bonio delle lunghe catene aciliche laterali e alla diffusio- 
ne laterale delle singole molecole lipidiche all’interno del 
piano del doppio strato. Questo è lo stato liquido disordi- 
nato (La), o stato fluido (Figura 11.16b). Nella transizione 
da stato L, a La, vengono normalmente mantenute forma 
e dimensioni generali del doppio strato, mentre il grado di 
movimento (laterale e rotazionale) permesso alle singole 
molecole lipidiche varia continuamente. 

Nei mammiferi, alle temperature nell'intervallo fisio- 
logico (da 20 a 40 °C), gli acidi grassi a catena lunga (co- 
me 16:0 e 18:0), si impacchettano bene con una disposizio- 
ne ordinata in un gel a fase liquida (L,), ma i ripiegamen- 
ti presenti negli acidi grassi insaturi (vedi la Figura 10.2) 
interferiscono con l’impacchettamento, favorendo lo sta- 
to disordinato (Ly). Gli acidi grassi con catene corte han- 
no lo stesso effetto. Il contenuto in steroli nella membra- 
na (che varia molto a seconda dell’organismo e dell’orga- 
nello; Tabella 11.1) è un altro importante fattore determi- 
nante dello stato lipidico. Gli steroli (come il colesterolo) 
hanno effetti paradossali sulla fluidità del doppio strato. 
Essi interagiscono con i fosfolipidi contenenti catene di aci- 
di grassi insaturi, compattandoli e limitandone la libertà 
di movimento all’interno del doppio strato. L’associazione 
degli steroli con gli sfingolipidi e con i fosfolipidi formati 
da acidi grassi saturi con lunghe catene aciliche tende in- 
vece a rendere fluido il doppio strato che, senza il coleste- 
rolo, assumerebbe la conformazione L,. Nelle membrane 
biologiche composte da diversi fosfolipidi e sfingolipidi, il 
colesterolo tende ad associarsi con gli sfingolipidi e forma- 
re regioni nello stato L, circondate da zone povere di co- 
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(b) Stato liquido disordinato Ly 


Figura 11.16 |due stati limite dei lipidi del doppio strato 
lipidico. (a) Nello stato liquido ordinato (Lo), i gruppi polari delle 
teste lipidiche sono disposti uniformemente nella membrana, e le 
catene aciliche sono quasi immobili e impacchettate secondo una 
geometria regolare. (b) Nello stato liquido disordinato (Ly), o stato 
fluido, le catene aciliche vanno incontro a un intenso movimento 
termico, e non mostrano alcuna organizzazione regolare. All'interno 
delle membrane biologiche, lo stato dei lipidi di membrana viene 
mantenuto tra questi due estremi. 


lesterolo nello stato Li (vedi più avanti la trattazione delle 
zattere di membrana). 

Le cellule regolano la loro composizione lipidica per 
mantenere costante la fluidità della membrana in condi- 
zioni di crescita diverse. Per esempio, i batteri sintetizza- 
no più acidi grassi insaturi rispetto a quelli saturi quando 
vengono coltivati a temperature basse (Tabella 11.2). Il ri- 


M Tabella 11.2 Composizione in acidi grassi delle cellule 
di E. coli coltivate a temperature diverse 


Percentuale rispetto 
agli acidi grassi totali* 


10 °C 20°C 30°C 40 °C 
Acido miristico (14:0) 4 4 4 8 
Acido palmitico (16:0) 18 25 29 48 
Acido palmitoleico (16:1) 26 24 23 9 
Acido oleico (18:1) 38 34 30 12 
Acido idrossimiristico 13 10 10 8 
Rapporto insaturi/saturi* 2,9 2,0 1,6 0,38 


Fonte: dati tratti da Marr, A.G. e Ingraham, J.L., Effect of temperature on the 
composition of fatty acids in Escherichia coli, J. Bacteriol. 84, p. 1260, 1962. 

* La composizione in acidi grassi dipende non soltanto dalla temperatura di cre- 
scita, ma anche dalla fase di crescita e dalla composizione del terreno di coltura. 
* Calcolato come la percentuale di 16:1 più 18:1 diviso la percentuale di 14:0 più 
16:0. L’acido idrossimiristico non è stato considerato in questo calcolo. 
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(a) Diffusione trasversale non catalizzata (“flip-flop”) 
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(c) Traslocazione trasversale catalizzata 
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Figura 11.17 Trasferimento di una singola molecola 
fosfolipidica all’interno del doppio strato. (a) Il trasferimento 
non catalizzato da un foglietto all'altro è molto lento, invece (b) la 
diffusione laterale all’interno del foglietto è molto rapida, e non è 
catalizzata. (c) | tre tipi di traslocatori dei fosfolipidi nella membrana 
plasmatica. PE è la fosfatidiletanolammina; PS è la fosfatidilserina. 


sultato di questa variazione nella composizione lipidica è 
che le membrane dei batteri coltivati ad alte o basse tem- 
perature hanno circa lo stesso grado di fluidità. Ciò è pre- 
sumibilmente essenziale per la funzione di molte proteine 
come enzimi, trasportatori e recettori, che agiscono all’in- 
terno del doppio strato lipidico. 


e Ilmovimento dei lipidi attraverso il doppio strato deve 
essere catalizzato 

A temperature fisiologiche la diffusione di una molecola 
lipidica da un lato all’altro del doppio strato lipidico, det- 
ta “flip-flop” (Figura 11.17a), avviene molto lentamente e 
non in tutte le membrane, mentre la diffusione laterale 
nel piano del doppio strato è molto rapida (Figura 11.17b). 
Il movimento attraverso il doppio strato richiede che una 
testa polare o carica abbandoni il suo ambiente acquoso 
e si sposti all’interno idrofobico della membrana, un pro- 
cesso che ha una variazione di energia libera certamente 
molto positiva. Esistono però situazioni in cui questo mo- 
vimento è essenziale. Per esempio, nell’ER i glicerofosfo- 
lipidi di membrana vengono sintetizzati sul lato citosoli- 
co della membrana, mentre gli sfingolipidi vengono sin- 
tetizzati o modificati nel lume. Per passare dal loro sito di 
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sintesi al loro sito di deposito definitivo, questi fosfolipidi 
devono andare incontro a una diffusione di tipo flip-flop. 

La disposizione asimmetrica delle diverse tipologie di 
lipidi nel doppio strato presuppone l’esistenza delle flippa- 
si, delle floppasi e delle scramblasi (Figura 11.17c), enzimi 
che facilitano il trasferimento dei lipidi, fornendo una via 
energeticamente più favorevole e rapida del movimento 
non catalizzato. La combinazione della via di sintesi asim- 
metrica dei lipidi di membrana, la lentissima diffusione 
flip-flop non catalizzata e la presenza di selettivi traspor- 
tatori di lipidi energia-dipendenti, sono responsabili dell’a- 
simmetria del doppio strato lipidico e della composizione 
mostrata nella Figura 11.5. Oltre a contribuire all’asimme- 
tria e alla composizione delle membrane, il trasporto di mo- 
lecole lipidiche su uno dei foglietti del doppio strato può 
servire per generare curvature nella membrana, essenziali 
per la gemmazione delle vescicole. 

Le flippasi catalizzano la traslocazione degli ammino- 
fosfolipidi fosfatidiletanolammina e fosfatidilserina dal fo- 
glietto esterno al foglietto citosolico della membrana pla- 
smatica, contribuendo alla distribuzione asimmetrica dei 
fosfolipidi: la fosfatidiletanolammina e la fosfatidilserina 
si trovano soprattutto nel foglietto citosolico e gli sfingoli- 
pidi e la fosfatidilcolina soprattutto nel foglietto esterno. 
Mantenere la fosfatidilserina lontano dal foglietto esterno 
è importante. Infatti la sua presenza sulla superficie cellu- 
lare esterna stimola l’apoptosi (morte cellulare program- 
mata; vedi il Capitolo 12) e l’arrivo dei macrofagi, che pos- 
siedono recettori per la fosfatidilserina. Le flippasi agisco- 
no anche nell’ER, dove spostano i fosfolipidi neosintetizza- 
ti dal loro sito di sintesi nel foglietto citosolico al foglietto 
esposto al lume. Le flippasi consumano circa un ATP per 
molecola di fosfolipide traslocata, e sono strutturalmen- 
te e funzionalmente correlate con le ATPasi di tipo P (tra- 
sportatori attivi) descritte a pagina 423. 

Sono noti anche altri due tipi di attività di trasloca- 
zione dei lipidi, sebbene meno caratterizzati. Le floppa- 
si trasportano i fosfolipidi della membrana plasmatica 
dal lato citosolico a quello esterno e, come le flippasi, so- 
no anch'esse ATP-dipendenti. Le floppasi sono membri 
della famiglia dei trasportatori ABC, descritti a pagina 
426, ognuno dei quali esporta sostanze idrofobiche all’e- 
sterno della cellula attraverso la membrana plasmatica. 
Le scramblasi sono proteine che trasferiscono qualun- 
que fosfolipide di membrana attraverso il doppio strato 
lipidico, secondo il gradiente di concentrazione (cioè dal 
lato dove la sua concentrazione è maggiore verso il lato 
dove la concentrazione è minore); la loro attività non di- 
pende dall’ATP. L’attività scramblasica porta alla distri- 
buzione casuale della composizione delle teste polari sul- 
le due facce del doppio strato lipidico. L’attività scram- 
blasica aumenta all’aumentare della concentrazione del 
Ca°* citosolico, che può derivare dall’attivazione cellula- 
re, dal danno cellulare o dall’apoptosi. Come si è già det- 
to, l'esposizione sulla superficie cellulare esterna della fo- 
sfatidilserina marca la cellula per l’apoptosi e per l’arrivo 
dei macrofagi. Infine si ritiene che un ruolo importante 
nei meccanismi di segnalazione e nel traffico di membra- 
na sia quello svolto da un gruppo di proteine, le protei- 
ne per il trasferimento del fosfatidilinositolo, la cui fun- 
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zione principale è spostare i lipidi che contengono fosfa- 
tidilinositolo. 


e  Ilipidiele proteine si spostano lateralmente 

nel doppio strato 
Le singole molecole lipidiche possono spostarsi lateral- 
mente nel piano della membrana, scambiandosi con le mo- 
lecole vicine; in altri termini, esse vanno incontro all’inter- 
no del doppio strato (Figura 11.17b) a movimenti brownia- 
ni, che possono essere molto rapidi. Per esempio, una mo- 
lecola fosfolipidica del foglietto esterno della membrana 
eritrocitaria può circumnavigare l’eritrocita nell’arco di se- 
condi. Questa diffusione laterale molto rapida nel piano 
del doppio strato lipidico riesce a mescolare casualmen- 
te le singole molecole presenti nella membrana in pochi 
secondi. 

Questa diffusione laterale rapida può essere dimostra- 
ta sperimentalmente legando delle sonde fluorescenti al- 
le teste polari dei lipidi e utilizzando la microscopia a fluo- 
rescenza per seguire la sonda nel tempo (Figura 11.18). In 
uno dei procedimenti sperimentali usati, una piccola re- 
gione (5 pm°) della superficie di una cellula, contenente 
fosfolipidi marcati con sonde fluorescenti, viene colpita da 
un intenso raggio laser, in modo da spegnere la fluorescen- 
za della zona irradiata, che non risulta più visibile al micro- 
scopio. Ciò nonostante, dopo pochi millisecondi la regione 
recupera la fluorescenza, poiché le molecole di lipidi che 
legano la sonda fluorescente diffondono nella zona colpita 
dal raggio laser, mentre le molecole colpite, non più fluore- 
scenti, se ne allontanano. La velocità del cosiddetto FRAP, 
ossia il recupero della fluorescenza dopo il fotospegnimen- 
to, è una misura della velocità di diffusione laterale dei lipi- 
di. Utilizzando questa tecnica i ricercatori hanno dimostra- 
to che alcuni lipidi di membrana diffondono lateralmente 
alla velocità di 1 m/s. 

Un'altra tecnica permette di seguire il movimento di una 
singola molecola fosfolipidica nella membrana plasmatica 
in una scala temporale molto più ridotta. I risultati di que- 
sti studi confermano la rapida diffusione laterale all’inter- 
no di piccole e ben circoscritte regioni della superficie cel- 
lulare e dimostrano che lo spostamento da una di queste 
regioni a una regione vicina (diffusione “a salto”) è inibito; 
i lipidi di membrana si comportano come se fossero delimi- 
tati da recinti, che possono superare solo occasionalmente 
(Figura 11.19). 

Molte proteine di membrana sembrano nuotare in un 
mare di lipidi. Come i lipidi di membrana, queste protei- 
ne sono libere di diffondere lateralmente nel piano del 
doppio strato e sono in continuo movimento, come dimo- 
stra la tecnica FRAP che utilizza proteine di membrana 
con legato un composto fluorescente. Alcune proteine di 
membrana si associano a formare grossi aggregati (“plac- 
che”) sulla superficie della cellula o di organelli endocel- 
lulari, dove le proteine non si muovono una rispetto all’al- 
tra; per esempio, i recettori dell’acetilcolina formano dense 
placche cristalline sulle membrane plasmatiche neuronali 
delle sinapsi. Altre proteine di membrana sono ancorate a 
strutture interne che ne impediscono la diffusione. Nella 
membrana eritrocitaria sia la glicoforina che lo scambiato- 
re cloruro-bicarbonato (pagina 421) sono legati alla spet- 
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Figura 11.18 Misura della velocità di diffusione laterale dei 
lipidi di membrana con la tecnica del recupero della fluorescenza 
dopo fotospegnimento (FRAP).| lipidi del foglietto esterno della 
membrana plasmatica vengono marcati per reazione con una sonda 
fluorescente (rossa) impermeabile alla membrana in modo che la 
superficie cellulare risulti uniformemente marcata, quando osservata 
al microscopio a fluorescenza. Una piccola area, irradiata con un 
intenso raggio laser, diventa subito non fluorescente. Col passare 

del tempo, però, le molecole lipidiche marcate diffondono nella 
regione irradiata, che diventa di nuovo fluorescente. È stato possibile 
seguire nel tempo il recupero della fluorescenza e determinare 

così il coefficiente di diffusione dei fosfolipidi marcati. Le velocità di 
diffusione sono di norma elevate; una molecola lipidica è in grado di 
circumnavigare una cellula di E. coli in un secondo. (La tecnica FRAP 
può essere usata anche per misurare la velocità di diffusione laterale 
delle proteine dimembrana.) 
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Figura 11.19 Diffusione a salto di singole molecole lipidiche. 

Il movimento di una singola molecola lipidica fluorescente sulla 
superficie cellulare è registrato al video mediante microscopia a 
fluorescenza, con una risoluzione temporale di 25 ps (equivalenti 

a 40 000 fotogrammi/s). Il tracciato qui mostrato rappresenta una 
molecola seguita per 56 ms (un totale di 2250 fotogrammi); la traccia 
inizia nell’area in viola e continua attraverso le aree in blu, in verde 

e in arancione. Il modello di movimento indica la rapida diffusione 
all'interno di una regione definita (circa 250 nm di diametro, indicata 
da un singolo colore), con salti occasionali in una regione adiacente. 
Questa scoperta suggerisce che i lipidi siano chiusi in recinti 
molecolari che essi saltano occasionalmente. 


trina, una proteina filamentosa del citoscheletro (Figura 
11.20). Una possibile spiegazione del modo in cui i lipidi 
di membrana diffondono lateralmente, mostrato nella Fi- 
gura 11.19, è che le proteine di membrana immobilizzate 
tramite la loro associazione con la spettrina formino degli 
“steccati” che definiscono delle regioni in cui il movimen- 
to dei lipidi risulta relativamente limitato. 


e  Glisfingolipidi e il colesterolo si associano per formare 
degli agglomerati detti zattere lipidiche 

Si è già detto che la diffusione dei lipidi da un foglietto 
all’altro della membrana è molto lenta, a meno che il pro- 
cesso non venga catalizzato, e che i diversi tipi di moleco- 
le lipidiche della membrana plasmatica sono distribuiti in 
modo asimmetrico nei due foglietti del doppio strato (Fi- 
gura 11.5). Anche all’interno di un singolo foglietto la di- 
stribuzione dei lipidi non è casuale. I glicosfingolipidi (ce- 
rebrosidi e gangliosidi), che sono caratterizzati da lunghe 
catene di acidi grassi saturi, sul foglietto esterno formano 
transitoriamente dei gruppi di lipidi, che escludono i glice- 
rofosfolipidi che di norma contengono un acido grasso in- 
saturo e un corto acido grasso saturo. Il lungo gruppo aci- 
lico saturo degli sfingolipidi può formare associazioni più 
stabili e più compatte interagendo con il lungo anello del 
colesterolo invece che con le catene più corte, spesso in- 
sature, dei fosfolipidi. I microdomini colesterolo-sfingoli- 
pidi del foglietto esterno della membrana plasmatica sono 
leggermente più compatti e più ordinati (meno fluidi) dei 
microdomini adiacenti ricchi di fosfolipidi, e si sciolgono 
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Figura 11.20 Limitazioni dei movimenti dello scambiatore 
cloruro-bicarbonato e della glicoforina nella membrana di un 
eritrocita. Le proteine sporgono ai due lati della membrana e sono 
ancorate alla proteina citoscheletrica spettrina mediante un'altra 
proteina, l'anchirina, limitando così la loro mobilità laterale. L'anchirina 
è unita alla membrana mediante un legame covalente con una catena 
laterale di palmitato (vedi la Figura 11.15). La spettrina, una lunga 
proteina filamentosa, forma legami crociati nei punti di giunzione con 

i complessi contenenti actina. Il reticolo di molecole di spettrina unite 
con questi legami crociati è attaccato alla superficie citoplasmatica 
della membrana e ne impedisce le deformazioni. Questo reticolo di 
proteine ancorate alla membrana potrebbe essere la struttura portante 
della membrana, la cui esistenza è stata suggerita nell'esperimento 
mostrato nella Figura 11.19; le tracce lipidiche qui mostrate sono 
confinate a subregioni definite dalle proteine di membrana legate. Una 
molecola lipidica può occasionalmente saltare da un recinto (traccia 
verde) a un altro (traccia blu) e successivamente a un altro ancora 
(traccia rossa). 


con difficoltà in detergenti non ionici; essi si comportano 
come zattere (raft) alla deriva in un oceano di fosfolipidi 
disordinati (Figura 11.21). 

Le zattere lipidiche sono particolarmente ricche in due 
classi di proteine integrali di membrana: la classe delle pro- 
teine ancorate covalentemente alla membrana tramite due 
lunghe catene di acidi grassi saturi attaccate per mezzo di 
residui di Cys (due gruppi palmitilici o un gruppo palmiti- 
lico e uno miristilico) e quella delle proteine con àncora 
a GPI (Figura 11.15). È presumibile che le ancore lipidiche, 
come le catene aciliche degli sfingolipidi, formino associa- 
zioni più stabili con il colesterolo e con i gruppi acilici delle 
zattere lipidiche piuttosto che coni fosfolipidi circostanti. (È 
interessante notare che altre proteine legate ai lipidi, quelle 
che sono legate covalentemente a gruppi isoprenilici come 
il gruppo farnesilico, non sono preferenzialmente associa- 
te con il foglietto esterno contenente le zattere di sfingoli- 
pidi/colesterolo (Figura 11.21). Le “zattere” e gli altri domi- 
ni “flottanti” della membrana plasmatica non sono rigida- 
mente separati. Le proteine di membrana possono spostar- 
si all’interno e all’esterno delle zattere lipidiche nel giro di 
pochi secondi. Però, considerando una scala temporale più 
breve (microsecondi), più rilevante per molti processi bio- 
chimici mediati da membrane, molte di queste proteine si 
trovano soprattutto nelle zattere. 
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Figura 11.21 Imicrodomini (zattere) della membrana 
plasmatica. Le associazioni stabili di sfingolipidi e colesterolo nel 
foglietto esterno producono dei microdomini, leggermente più 
densi delle altre regioni di membrana; queste strutture sono ricche 
di specifici tipi di proteine di membrana. Le proteine con àncora a 
GPI si trovano principalmente nel foglietto esterno di ogni zattera, 
mentre le proteine con una o più catene lunghe di gruppi acilici 
legate covalentemente sono comuni nel foglietto interno. Le zattere 
ripiegate verso l'interno, chiamate caveole, sono particolarmente 
ricche di caveolina (vedi la Figura 11.22). Le proteine attaccate a 
gruppi isoprenilici (così come Ras; vedi il Box 12.2) tendono a essere 
escluse dalle zattere. 


È possibile stimare la frazione della superficie cellulare 
occupata dalle zattere in base alla frazione di membrana 
plasmatica resistente alla solubilizzazione con detergenti, 
che in qualche caso è anche del 50%; le zattere quindi co- 
prono circa il 50% dell’intera superficie lipidica. Misure 
indirette effettuate su colture di fibroblasti indicano un 
diametro di circa 50 nm per ogni zattera lipidica, che cor- 
risponde a poche migliaia di sfingolipidi e a 10-50 proteine 
di membrana. Poiché ogni cellula esprime più di 50 specie 
differenti di proteine della membrana plasmatica, è pos- 
sibile che ogni zattera contenga solo qualche specie pro- 
teica e che tale segregazione delle proteine di membrana 
abbia un significato funzionale. Per un processo che com- 
porta l’interazione fra due proteine di membrana, la loro 
presenza in una singola zattera aumenta enormemente 
la probabilità di collisione. Per esempio, alcuni recettori 
di membrana e alcune proteine segnale sembrano essere 
segregati insieme nelle zattere. È stato dimostrato speri- 
mentalmente che i segnali trasmessi da tali proteine pos- 
sono essere interrotti tramite manipolazioni che impove- 
riscono la membrana di colesterolo e distruggono le zat- 
tere lipidiche. 

La caveolina è una proteina integrale di membrana con 
due domini globulari connessi da un dominio idrofobico a 
forma di forcina, che lega la proteina al foglietto citoplasma- 
tico della membrana plasmatica. Anche tre gruppi palmitili- 
ci, legati al dominio globulare carbossiterminale, contribui- 
scono ad ancorare la caveolina alla membrana. La caveolina 
(in realtà si tratta di una famiglia di caveoline, tutte correla- 
te tra loro) forma dimeri e si lega al colesterolo della mem- 
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brana. La presenza dei dimeri forza il doppio strato lipidico 
a curvarsi all’interno, formando delle caveole (piccole ca- 
vità) sulla superficie della cellula (Figura 11.22). Le caveole 
possono essere considerate delle zattere lipidiche inusuali 
che coinvolgono ambedue i foglietti del doppio strato: il fo- 
glietto citoplasmatico, da cui sporgono i domini globulari 
della caveolina, e il foglietto esterno, una tipica zattera lipi- 
dica ricca di sfingolipidi e colesterolo con proteine con àn- 
cora a GPI. Le caveole sono coinvolte in svariate funzioni 
cellulari, come il traffico di membrane all’interno della cel- 
lula e la trasduzione di segnali esterni in risposte cellulari. 
I recettori dell’insulina e di altri fattori di crescita, oltre ad 
alcune proteine che legano il GTP e a proteina chinasi as- 


(b) Membrana 
plasmatica 


Esterno 


Interno 


Dimero di caveolina | 
(sei molecole di acidi grassi, <ll 
| 


otto parti di colesterolo) 


Figura 11.22 La caveolina forza verso l'interno la curvatura 
della membrana. Le caveole sono piccole invaginazioni della 


membrana plasmatica, come mostrato nella fotografia al microscopio 
di un adipocita trattato con un marcatore denso agli elettroni, 
riportata in (a). (b) Rappresentazione schematica che mostra la 
localizzazione e il ruolo della caveolina nella curvatura verso l'interno 
della membrana. Ciascun monomero di caveolina possiede un 
dominio centrale idrofobico e tre lunghe catene aciliche (in rosso), 
che trattengono la proteina nella faccia interna dellamembrana. 
Quando più dimeri di caveolina sono concentrati in una regione 
ristretta (una zattera lipidica), essi forzano la curvatura del doppio 
strato, formando una caveola. Le molecole di colesterolo del doppio 
strato sono mostrate in arancione. 
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sociate a segnali transmembrana, sembrano essere localiz- 
zati nelle zattere lipidiche e forse nelle caveole. Discutere- 
mo il possibile ruolo delle zattere lipidiche nel Capitolo 12. 


e Lecurvature e la fusione della membrana 
sono fondamentali per molti processi biologici 

La caveolina non è l’unica proteina che induce la formazio- 
ne di curvature nelle membrane. Le variazioni nella curva- 
tura sono essenziali per quello che è forse il processo più 
interessante che coinvolge le membrane: la loro capacità 
di fondersi con membrane diverse, senza perdita di conti- 
nuità. Anche se le membrane sono stabili, non per questo 
sono statiche. Nel sistema di membrane interne degli eu- 
carioti (che comprende la membrana nucleare, il retico- 
lo endoplasmatico, il Golgi e vari altri organelli) i compar- 
timenti rivestiti di membrane si riorganizzano continua- 
mente. Le vescicole che si formano dall’ER portano lipidi e 
proteine neosintetizzati ad altri organelli e alle membrane 
plasmatiche. L’esocitosi, l’endocitosi, la divisione cellulare, 
la fusione dell’uovo e dello sperma, e l’ingresso dei virus 
circondati da una membrana nella cellula ospite sono tut- 
ti processi che comportano la riorganizzazione della mem- 
brana. L'evento principale è la fusione di due segmenti di 
membrana senza che vi sia perdita di continuità (Figura 
11.23). La maggior parte di questi processi ha inizio con 
l'aumento della curvatura della membrana. Una proteina 
che è già di per sé curva può forzare la curvatura del dop- 
pio strato, legandosi a essa (Figura 11.24); l’energia di le- 
game fornisce la forza necessaria per aumentare la curva- 


Formazione delle vescicole 
dell’apparato di Golgi 


Esocitosi 


Endocitosi 
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Infezione virale 
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vacuoli (piante) 


Separazione di due membrane “ 
plasmatiche al momento 
della divisione cellulare di 


Figura 11.23 Fusione delle membrane. La fusione di due 
membrane è importante in molti processi cellulari che coinvolgono 
gli organelli e la membrana plasmatica. 
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Una proteina che possiede una sua 
curvatura intrinseca e un’elevata 
densità di cariche positive sulla sua 
superficie concava interagisce con i 
gruppi carichi negativamente delle 
teste dei fosfolipidi, favorendo la 
curvatura del doppio strato. 
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Una proteina con una o più eliche 
anfipatiche inserite all’interno di uno 
dei due foglietti del doppio strato 
comprime i lipidi del foglietto, forzando 
la membrana a curvarsi. 
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Le proteine con domini BAR possono 
polimerizzare formando una 
superstruttura che favorisce e mantiene 
la curvatura. 


Figura 11.24 Tre modelli di curvatura della membrana indotta 
da proteine. 


tura del doppio strato. In altri casi, molte subunità di una 
proteina possono formare un complesso sopramolecolare 
e stabilizzare delle curve formatesi spontaneamente nel 
doppio strato. Per esempio, una superfamiglia di protei- 
ne contenenti i domini BAR (così chiamati dal nome dei 
primi tre membri della famiglia che sono stati identificati: 
BINI, anfifisina e RVS167) può formare un'impalcatura a 
forma di mezzaluna che si lega alla superficie della mem- 
brana forzandone o favorendone la curvatura. I domini 
BAR sono costituiti da avvolgimenti avvolti (coiled coils) 
che formano dimeri lunghi e sottili, con superficie conca- 
va e carica positivamente che tende a stabilire interazioni 
ioniche con i gruppi carichi negativamente delle teste dei 
fosfolipidi di membrana (Figura 11.24). Alcune di queste 
proteine BAR hanno anche delle regioni a elica che si inse- 
riscono all’interno di un foglietto del doppio strato, espan- 
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dendone in tal modo l’area rispetto a quella dell’altro fo- 
glietto, e forzando così la curvatura. 

La fusione specifica di due membrane richiede (1) che 
si riconoscano l’un l’altra; (2) che le loro superfici venga- 
no a contatto, il che comporta la rimozione dell’acqua nor- 
malmente associata con le teste polari dei lipidi; (3) che le 
loro strutture a doppio strato si interrompano localmente, 
rendendo possibile una fusione dei foglietti esterni di cia- 
scuna membrana (semifusione); (4) che i loro doppi strati 
lipidici si fondano, formando un doppio strato continuo. 
La fusione che si verifica nell’endocitosi mediata da re- 
cettori, o secrezione regolata, richiede che (5) il processo 
abbia inizio al momento giusto, o in risposta a un segna- 
le specifico. Le proteine integrali denominate proteine 
di fusione mediano questi eventi, determinando ricono- 
scimento specifico e una distorsione locale momentanea 
che favorisce la fusione. (Si noti che le proteine di fusione 
qui descritte non hanno niente a che vedere con le protei- 
ne codificate da due geni fusi, anch’esse chiamate protei- 
ne di fusione, trattate nel Capitolo 9.) 

Un esempio ben caratterizzato di fusione di membrana 
è la fusione che avviene a livello delle sinapsi, quando le 
vescicole intracellulari piene di neurotrasmettitori si fon- 
dono con la membrana plasmatica. Questo processo com- 
porta l'intervento di una famiglia di proteine denominate 
SNARE (Figura 11.25). Le SNARE presenti sulla faccia cito- 
plasmatica delle vescicole sono dette v-SNARE; quelle pre- 
senti sulla superficie della membrana bersaglio, dove av- 
viene la fusione (durante l’esocitosi) sono dette t-SNARE. 
Altre due proteine, le cosiddette SNAP25 e NSF, sono 
coinvolte nel processo di fusione. Durante la fusione una 
v-SNARE e una t-SNARE si legano tra loro e vanno incon- 
tro a una variazione conformazionale, formando avvol- 
gimenti di filamenti sottili costituiti da eliche delle due 
SNARE e delle SNAP25 (Figura 11.25). Le due SNARE 
inizialmente interagiscono alle loro estremità, poi si av- 
volgono. Queste variazioni strutturali avvicinano tra lo- 
ro le due membrane, dando inizio alla fusione dei loro 
doppi strati lipidici. 

Il complesso SNARE-SNAP285 è il bersaglio della po- 
tentissima tossina del Clostridium botulinum, una proteasi 
che scinde legami specifici di queste proteine, impedendo 
la neurotrasmissione e provocando così la morte dell’orga- 
nismo. Proprio per la sua elevata specificità verso queste 
proteine, la tossina botulinica purificata è stata utilizzata 
per studiare il meccanismo di rilascio dei neurotrasmetti- 
tori în vivo e in vitro. 


e Le proteine integrali della membrana plasmatica 
intervengono nei processi di adesione superficiale, 
di segnalazione e in altri processi cellulari 
Alcune famiglie di proteine integrali della membrana pla- 
smatica fungono da elementi di giunzione fra le cellule, o 
fra le cellule e le proteine della matrice extracellulare. Le 
integrine sono proteine di adesione presenti sulla superfi- 
cie cellulare che mediano l’interazione cellula-cellula, o tra 
le cellule e la matrice extracellulare, per esempio l’interazio- 
ne con gli agenti patogeni. Le integrine trasmettono i segnali 
attraverso la membrana in ambedue le direzioni, integran- 
do l’informazione tra l’ambiente extra- e intracellulare. Tut- 
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Figura 11.25 Fusione delle membrane durante il rilascio del 
neurotrasmettitore a livello di una sinapsi. La membrana delle 
vescicole secretorie contiene la sinaptobrevina v-SNARE (in rosso). 
La membrana bersaglio (plasmatica) contiene le sintaxine t-SNARE 
(in blu) e SNAP25 (in viola). Quando un aumento locale di [Ca?*] 
induce il rilascio del neurotrasmettitore, v-SNARE, SNAP25 e t-SNARE 
interagiscono, formando un avvolgimento superavvolto di quattro 
a eliche, avvicinando le due membrane e distruggendo localmente 
il doppio strato lipidico. Ciò porta all'emifusione, dovuta all'unione 
di due parti del foglietto interno; la fusione viene poi completata 

e il neurotrasmettitore viene rilasciato. Quando la fusione è stata 
completata, il complesso degli SNARE viene disorganizzato dall'azione 
dell’NSF (il fattore di fusione sensibile all’ N-etilmaleimmide). 
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te le integrine sono proteine eterodimeriche, composte da 
due subunità diverse, a e }, ciascuna ancorata alla membra- 
na plasmatica mediante una singola elica transmembrana. 
I grandi domini extracellulari delle subunità a e f} si com- 
binano per formare uno specifico sito di legame per le pro- 
teine extracellulari, come il collagene e la fibronectina, che 
possiedono un unico determinante per il legame con l’inte- 
grina, la sequenza Arg-Gly-Asp (RGD). Le funzioni di se- 
gnale delle integrine verranno esaminate in maggior detta- 
glio nel Capitolo 12 (pagina 484). 

Altre proteine della membrana plasmatica che inter- 
vengono nei processi di adesione superficiale sono le ca- 
derine, che interagiscono con caderine identiche presenti 
sulla superficie delle cellule adiacenti (interazione omofi- 
lica). Le selectine possiedono domini extracellulari che, 
in presenza di ioni Ca°*, si legano a specifici polisaccaridi 
sulla superficie delle cellule adiacenti. Le selectine sono 
presenti soprattutto nei diversi tipi di cellule ematiche e 
nelle cellule endoteliali che rivestono i vasi sanguigni (ve- 
di la Figura 7.32). Esse svolgono una funzione essenziale 
nel processo di coagulazione del sangue. 

Le proteine integrali di membrana sono coinvolte an- 
che in altri processi cellulari. Possono formare canali ioni- 
ci (vedi la Sezione 11.3), o fungere da trasportatori, pos- 
sono essere recettori per gli ormoni, neurotrasmettitori 
e fattori di crescita (Capitolo 12). Sono inoltre essenziali 
nei processi della fosforilazione ossidativa e della fotofo- 
sforilazione (Capitolo 19), per il riconoscimento cellula- 
cellula e cellula-antigene del sistema immunitario (Ca- 
pitolo 5). Infine, le proteine integrali svolgono un ruolo 
importante nei processi di fusione di membrana che ac- 
compagnano l’esocitosi, l’endocitosi e l'ingresso di molti 
tipi di virus nella cellula ospite. 


SOMMARIO 11.2 
Dinamica delle membrane 

e I lipidi in una membrana biologica possono trovarsi 
in stati liquidi ordinati o disordinati; in quest’ultimo 
stato, il movimento termico delle catene aciliche rende 
fluido l’interno del doppio strato. La fluidità è influen- 
zata dalla temperatura, dalla composizione degli acidi 
grassi e dal contenuto in steroli. 

e La diffusione flip-flop dei lipidi tra i foglietti interni ed 
esterni di una membrana è molto lenta, tranne quando 
è specificamente catalizzata dalle flippasi, dalle flop- 
pasi e dalle scramblasi. 

e I lipidi e le proteine possono diffondere lateralmen- 
te all’interno del piano della membrana, ma la loro 
mobilità è limitata dalle interazioni delle proteine di 
membrana con le strutture interne del citoscheletro e 
dalle interazioni dei lipidi con le zattere lipidiche. Una 
classe di zattere lipidiche è costituita da sfingolipidi e 
colesterolo con un sottogruppo di proteine di membra- 
na che sono legate al GPI o attaccate a diverse unità di 
acili a catena lunga. 

e La caveolina è una proteina integrale di membrana che 
si associa al foglietto interno della membrana plasma- 
tica, forzandola a curvarsi verso l’interno per formare 
caveole, probabilmente coinvolte nel trasporto e nella 
segnalazione di membrana. 
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e Specifiche proteine contenenti i domini BAR causano 
curvature e mediano la fusione delle due membrane, 
che accompagna i processi di endocitosi, esocitosi e in- 
vasione virale. 

e Le integrine sono proteine transmembrana della mem- 
brana plasmatica che agiscono sia per legare le cellule 
l’una all’altra, sia per trasportare i messaggi tra la ma- 
trice extracellulare e il citoplasma. 


Trasporto di soluti attraverso 
lemembrane 


Ogni cellula vivente deve ottenere dall'ambiente circostan- 
te il materiale grezzo che le serve per la biosintesi e per la 
produzione di energia e deve rilasciare sempre nell’am- 
biente gli scarti del metabolismo. Pochi composti non po- 
lari sono in grado di dissolversi nel doppio strato lipidico 
e attraversare la membrana senza bisogno di aiuto, ma i 
composti polari o carichi, o gli ioni, hanno bisogno di una 
proteina di membrana per il movimento transmembrana. 
In alcuni casi la proteina di membrana facilita il traspor- 
to all’interno della cellula secondo il gradiente di concen- 
trazione, ma accade spesso che il trasporto avvenga contro 
un gradiente di concentrazione, di cariche elettriche o di 
entrambi; i soluti cioè vengono “pompati” (Figura 11.26) 
mediante un processo che richiede energia. L'energia può 
provenire direttamente dall’ATP o essere fornita sotto for- 
ma di un movimento di un altro soluto spinto dal suo gra- 
diente elettrochimico, che fornisce energia sufficiente a 
trasportare un altro soluto contro il gradiente. Gli ioni pos- 
sono anche muoversi attraverso la membrana plasmatica 
mediante canali ionici formati da proteine, o possono es- 
sere trasportati da ionofori, piccole molecole che masche- 
rano la carica degli ioni e permettono loro di diffondere at- 
traverso il doppio strato lipidico. A parte poche eccezioni, 
il traffico delle piccole molecole attraverso la membrana 
plasmatica avviene tramite processi mediati da proteine, 
come i canali transmembrana, i trasportatori e le pompe. 

Nelle cellule eucariotiche i diversi compartimenti han- 
no concentrazioni diverse di ioni, come anche di intermedi 
e di prodotti metabolici, e questi devono quindi attraver- 
sare le membrane intracellulari mediante processi stret- 
tamente regolati, mediati da proteine. 
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Figura 11.26 | sistemi di trasporto. Alcuni tipi di trasportatori 
(ionofori, canali ionici e trasportatori passivi) aumentano la velocità 
del movimento di soluti attraverso la membrana secondo i loro 
gradienti elettrochimici; altri invece (i trasportatori attivi) possono 
pompare i soluti contro un gradiente utilizzando l'energia dell'ATP o 
sfruttando il gradiente di un secondo soluto. 


e  Iltrasporto passivo è facilitato da proteine di membrana 

Quando due compartimenti acquosi contenenti concen- 
trazioni diverse di un composto solubile o di uno ione 
sono separati da un divisorio permeabile (membrana), 
il soluto si muove per diffusione semplice dalla regio- 
ne a maggior concentrazione verso quella a minor con- 
centrazione, fino a che i due compartimenti non rag- 
giungono una concentrazione di soluto uguale (Figura 
11.27a). Quando ioni di carica opposta sono separati da 


Figura 11.27 Movimento di un soluto attraverso una 
membrana permeabile. (a) Un soluto elettricamente 
neutro si muove verso la regione dove la sua concentrazione 
è più bassa, fino a che non raggiunge l'equilibrio. Le 
concentrazioni di soluto a sinistra e a destra sono indicate 
con C; e C,. La velocità del movimento transmembrana del 
soluto (indicata dalle frecce) è proporzionale al rapporto 
delle concentrazioni. (b) Il Movimento netto di un soluto 
elettricamente carico è dettato da una combinazione tra il 


C >> Ca Ci =, Vaz0 Va70 . . : a 
potenziale elettrico (Vm) e il rapporto tra le concentrazioni 
Prima All’equilibrio Prima All’equilibrio chimiche (C1/C)) tra le due facce della membrana; il 
sacniliri oi 
dell'equilibrio Flusso netto dell'equilibrio movimento degli ioni continua fino a che il potenziale 
Flusso netto pari a zero a - 
+ elettrochimico non diventa zero. 


CAPITOLO 11 
416 Membrane biologiche e trasporto 


una membrana permeabile, si forma un gradiente elet- 
trico transmembrana, un potenziale di membrana, Va 
(espresso in V o mV). Questo potenziale di membrana de- 
termina una forza che si oppone ai movimenti ionici che 
tendono ad aumentare V,, e favorisce i movimenti ioni- 
ci che tendono a ridurre V,, (Figura 11.27b). Così la dire- 
zione verso cui un soluto carico tende a muoversi spon- 
taneamente attraverso una membrana dipende dal gra- 
diente chimico (la differenza di concentrazione del solu- 
to) e dal gradiente elettrico (V,,) attraverso la membra- 
na. Questi due fattori, considerati insieme, costituiscono 
il gradiente elettrochimico o potenziale elettrochimi- 
co. Questo comportamento dei soluti è in accordo con la 
seconda legge della termodinamica: le molecole tendo- 
no ad assumere spontaneamente la distribuzione con la 
massima casualità e l’energia più bassa. 

Per passare attraverso un doppio strato lipidico, un so- 
luto polare o carico deve prima perdere le sue molecole di 
acqua di idratazione, poi diffondere per 3 nm (30 À) at- 
traverso un solvente in cui è poco solubile (Figura 11.28). 
L’energia spesa per eliminare le molecole di acqua d’idra- 
tazione e per condurre il soluto polare attraverso il dop- 
pio strato lipidico viene riguadagnata quando il compo- 
sto lascia la membrana dall’altro lato e viene reidratato. 
La tappa intermedia del passaggio transmembrana rap- 
presenta però uno stato altamente energetico, paragona- 
bile allo stato di transizione di una reazione chimica cata- 
lizzata da un enzima. In entrambi i casi bisogna superare 
una barriera di attivazione per raggiungere la fase inter- 
media (Figura 11.28; si confronti con la Figura 6.3). L’e- 
nergia di attivazione (AG*) necessaria per la traslocazio- 
ne di un soluto polare attraverso il doppio strato lipidico 
è così grande che i doppi strati lipidici sono praticamente 
impermeabili alle specie polari e alle specie cariche per 
tempi molto più lunghi rispetto a quelli della crescita e 
della divisione cellulare. 

Le proteine di membrana abbassano l'energia di attiva- 
zione necessaria per il trasporto di composti polari e ioni, 
formando una via alternativa di attraversamento per uno 
specifico soluto. Le proteine che hanno la capacità di pro- 
durre questa diffusione facilitata 0 trasporto passivo 
non sono enzimi nel senso comune della parola; esse spo- 
stano i loro “substrati” da un compartimento all’altro, ma 
non li modificano chimicamente. Le proteine di mem- 
brana che accelerano il passaggio di un soluto attraverso 
una membrana per diffusione facilitata vengono chiama- 
te trasportatori oppure permeasi. 

Come i catalizzatori proteici, i trasportatori legano il 
loro substrato con una specificità stereochimica, median- 
te molte interazioni deboli non covalenti. La variazione 
di energia libera di segno negativo generata dalla forma- 
zione di queste interazioni, AGiegame controbilancia la va- 
riazione di energia libera di segno positivo dovuta alla 
perdita dell’acqua di idratazione da parte del substrato, 
AGaeiaratazione abbassando quindi l'energia di attivazione, 
AG*, per l’attraversamento della membrana da parte del 
substrato (Figura 11.28). I trasportatori attraversano più 
volte il doppio strato lipidico della membrana, forman- 
do un canale transmembrana rivestito di catene laterali 
di amminoacidi idrofilici. I canali forniscono una via al- 
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Figura 11.28 Variazioni di energia che accompagnano il 
passaggio di un soluto idrofilico attraverso il doppio strato 
lipidico di una membrana biologica. (a) Nella diffusione semplice 
la rimozione delle molecole di acqua d'idratazione è fortemente 
endoergonica e l'energia di attivazione (AG*) per la diffusione 
attraverso il doppio strato è molto elevata. (b) Una proteina 
trasportatrice riduce il valore di AG* per la diffusione transmembrana 
del soluto. Ciò avviene mediante la formazione di interazioni non 
covalenti con il soluto deidratato, che rimpiazzano i legami idrogeno 
con l'acqua, e mediante la formazione di una via di passaggio 
idrofilica attraverso la membrana. 


ternativa per spostare uno specifico substrato attraver- 
so il doppio strato lipidico, in cui non è necessario che il 
substrato si disciolga nel doppio strato lipidico, abbassan- 
do ulteriormente il AG* per la diffusione. Il risultato di 
questo processo è un aumento di diversi ordini di gran- 
dezza della velocità del passaggio del substrato attraver- 
so la membrana. 


e Itrasportatorie i canali ionici sono molto diversi 

Sappiamo da studi genomici che i trasportatori costitui- 
scono una frazione significativa di tutte le proteine codifi- 
cate nel genoma di organismi semplici e anche complessi. 
Nel genoma umano vi sono probabilmente un migliaio 0 
più di geni che codificano le proteine che permettono agli 
ioni e alle molecole di attraversare la membrana. Queste 
proteine possono essere suddivise in due categorie molto 
ampie: i trasportatori e i canali (Figura 11.29). I traspor- 
tatori di molecole e ioni legano i loro substrati con alta ste- 
reospecificità, catalizzano il trasporto a velocità inferiori ri- 
spetto a quella della diffusione libera e sono saturabili co- 
me gli enzimi: vi è una certa concentrazione di substrato al 
di sopra della quale ulteriori aumenti non producono un 
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Figura 11.29 Differenze tra i canali e i trasportatori. (a) In un 
canale ionico, un poro transmembrana può essere aperto o chiuso, 
in base alla posizione del cancello (struttura di regolazione). Quando 
il cancello è aperto, lo ione si muove attraverso il poro con una 
velocità che è limitata solamente dalla velocità della diffusione 
libera. (b) | trasportatori (pompe) hanno due sistemi di controllo 
che non sono mai aperti contemporaneamente. Il movimento di un 
substrato (uno ione o una piccola molecola) attraverso la membrana 
è quindi limitato dal tempo necessario a un cancello per aprirsi o 
chiudersi (su un lato della membrana) e al secondo cancello per 
aprirsi (sull'altro lato della membrana). La velocità di movimento 
attraverso i canali ionici può essere di diversi ordini di grandezza 
maggiore di quella del movimento attraverso le pompe, ma i canali 
permettono semplicemente allo ione di fluire lungo il suo gradiente 
elettrochimico, mentre le pompe possono far muovere un substrato 
contro un gradiente di concentrazione. 


aumento della velocità di trasporto. I canali generalmen- 
te permettono il movimento transmembrana a velocità di 
molti ordini di grandezza più elevate rispetto a quelle dei 
trasportatori e si avvicinano al limite della diffusione libe- 
ra (decine di milioni di ioni al secondo per ogni canale). I 
canali presentano una qualche specificità per uno ione, ma 
non sono saturabili con un substrato, al contrario di quanto 
accade per i trasportatori. 

La direzione del movimento degli ioni attraverso un 
canale ionico dipende dalla carica dello ione e dal suo gra- 
diente elettrochimico tra le due facce della membrana. 
All’interno di ognuna di queste categorie vi sono diversi 
tipi di superfamiglie definite non soltanto dalla loro se- 
quenza primaria ma anche dalle loro strutture seconda- 
rie. Tra i trasportatori, alcuni facilitano la diffusione se- 
condo un gradiente di concentrazione; si tratta della su- 
perfamiglia dei trasportatori passivi. I trasportatori 
attivi possono invece trasportare i substrati attraverso le 
membrane contro un gradiente di concentrazione, alcu- 
ni sfruttando l’energia fornita direttamente da una rea- 
zione chimica (trasportatori attivi primari), altri accop- 
piando il trasporto contro gradiente con il trasporto se- 
condo gradiente di un altro substrato (trasportatori atti- 
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vi secondari). Prenderemo ora in considerazione alcune 
delle più studiate e rappresentative famiglie di traspor- 
tatori e canali. Incontreremo ancora alcuni di questi tra- 
sportatori nel Capitolo 12, dove prenderemo in esame la 
segnalazione transmembrana, e in capitoli successivi nel 
contesto delle vie metaboliche di cui fanno parte. 


e  Iltrasportatore del glucosio degli eritrociti media 

un trasporto passivo 
Il metabolismo energetico nell’eritrocita dipende da un 
rifornimento costante di glucosio dal plasma sanguigno, 
dove la concentrazione dello zucchero viene mantenuta 
intorno a 5 mm. Il glucosio entra nell’eritrocita per diffu- 
sione facilitata attraverso uno specifico trasportatore del 
glucosio a una velocità 50 000 volte più elevata di quella 
non facilitata. 

Il trasportatore del glucosio degli eritrociti (chiamato 
GLUTI per distinguerlo dai trasportatori di glucosio in al- 
tri tessuti) è una proteina integrale di membrana di tipo III 
(M, — 45 000) costituita da 12 segmenti idrofobici, ognuno 
dei quali forma una struttura ad a elica che attraversa la 
membrana. La struttura dettagliata del GLUTI1 non è an- 
cora nota, ma un modello plausibile ipotizza che l’associa- 
zione lato contro lato di diverse eliche possa costruire un 
canale transmembrana rivestito con catene laterali di am- 
minoacidi idrofilici che possono formare legami idrogeno 
con la molecola del glucosio quando questa passa all’inter- 
no del poro acquoso (Figura 11.30). 

Il processo di trasporto del glucosio può essere descrit- 
to in modo analogo a una reazione enzimatica, in cui il 
“substrato” è il glucosio all’esterno della cellula (Scsterno)» 
il “prodotto” è il glucosio all’interno della cellula (S;nterno) 
e l'“enzima” è il trasportatore, T. Quando la velocità inizia- 
le di ingresso del glucosio viene misurata in funzione della 
concentrazione esterna del glucosio (Figura 11.31), la cur- 
va che si ottiene ha un andamento iperbolico; a concen- 
trazioni di glucosio esterne elevate, la velocità di ingresso 
tende a raggiungere la Va. Formalmente il trasporto può 
essere descritto dalle equazioni che seguono 


ki 
Sesterno "e Ti Spe Sesterno ° T, 
n! 
k_i[|ts k a||t2 
Sinterno + T, Be Sinterno i T) 
3 


in cui kj, K_j ecc. sono le costanti di velocità delle reazioni 
in una direzione e nell’altra di ogni tappa. T; è la confor- 
mazione in cui il sito di legame del glucosio sporge verso 
l'esterno e T; è la conformazione in cui sporge verso l’in- 
terno. Le tappe sono riassunte nella Figura 11.32. Poiché 
ogni tappa è reversibile, in linea di principio il trasporta- 
tore è in grado di trasportare il glucosio indifferentemente 
all’interno o all’esterno della cellula. Però il glucosio viene 
trasportato sempre secondo il gradiente di concentrazio- 
ne, cioè normalmente verso l'interno della cellula, dove vie- 
ne immediatamente metabolizzato. Quindi la concentra- 
zione intracellulare del glucosio viene sempre mantenu- 
ta bassa rispetto alla concentrazione ematica. L’equazione 
della velocità di questo processo può essere descritta co- 
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Figura 11.30 Topologia di membrana del trasportatore per il 
glucosio GLUT1. (a) Le eliche transmembrana sono rappresentate 
come file oblique di tre o quattro residui amminoacidici e ogni 

fila corrisponde a un giro dell'a elica. Nove delle dodici eliche 
contengono tre o più amminoacidi polari o carichi (in blu o in 
rosso), spesso separati da numerosi residui idrofobici (in giallo). 
Questa rappresentazione schematica non intende mostrare la 
struttura tridimensionale della proteina. (b) La rappresentazione 

a ruota dell'elica mostra la distribuzione dei residui polari e non 
polari sulla superficie di un segmento elicoidale. La figura è stata 
costruita come se si guardasse l'elica lungo il suo asse a partire 
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Figura 11.31 Cinetica del trasporto di glucosio nell’eritrocita. 
dipende dalla concentrazione iniziale del glucosio all'esterno, 
[Slesterno- (b) Grafico dei doppi reciproci dei dati riportati in (a). La 
cinetica della diffusione facilitata è analoga alla cinetica di una 
reazione catalizzata da un enzima. Si confrontino questi grafici con 
quelli della Figura 6.11 e della Figura 1 nel Box 6.1. Si noti che K; è 
analoga a K,,, la costante di Michaelis. 
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dall'estremità amminoterminale. | residui adiacenti nella sequenza 
lineare sono disegnati collegati e ogni residuo è posto lungo la ruota 
nella posizione che occupa nell'elica; si ricordi che per completare 
un giro dell'a elica sono necessari 3,6 residui. In questo esempio i 
residui polari (in azzurro) sono su un lato dell'elica e quelli idrofobici 
(in giallo) sull'altro. Per definizione, questa è un'elica anfipatica. (c) 
L'associazione lato contro lato di quattro eliche anfipatiche, ognuna 
con la parte polare rivolta verso la cavità centrale, genera un canale 
transmembrana rivestito di residui polari o carichi. Questo canale ha 
molte opportunità di formare legami idrogeno con il glucosio che si 
muove al suo interno. 


p-Glucosio 


Esterno 


Interno 


Figura 11.32 Modello del trasporto di glucosio negli eritrociti 
operato dal GLUT1. || trasportatore può avere due conformazioni: 
T,, con il sito che lega il glucosio esposto sulla superficie esterna della 
membrana plasmatica, e T,, con il sito di legame del glucosio esposto 
sulla faccia interna. Il trasporto del glucosio avviene in quattro tappe. 
@ Il glucosio nel plasma sanguigno si lega al sito stereospecifico su 
T;,, abbassando l'energia di attivazione necessaria per il ambiamento 
conformazionale @ da glucosiocsterno * T1 a GIUCOSIO;nterno © T2, 
consentendo così il passaggio transmembrana del glucosio. ® Il 
glucosio è rilasciato da T, nel citoplasma e © il trasportatore ritorna 
alla conformazione T,, pronto per il trasporto di un'altra molecola di 
glucosio. 


me quella delle reazioni catalizzate da enzimi (vedi il Ca- 

pitolo 6), utilizzando di conseguenza un'espressione ana- 

loga all’equazione di Michaelis-Menten: 
Vmax[S] esterno 


W= 


si 11. 
K nl) [S] esterno ( 1) 


dove V è la velocità iniziale di accumulo del glucosio all’in- 
terno della cellula, quando la sua concentrazione nel mezzo 
esterno è [S]esternor € Kt (Kirasporto) è una costante analoga 
alla costante di Michaelis, una combinazione delle costanti 
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Trasportatore Tessuto(i) dove è espresso K.(mM)° Ruolo' 
GLUTI1 Ubiquitario 3 Assunzione basale del glucosio 
GLUT2 Fegato, isole del pancreas, intestino 17 Nel fegato e nei reni, rimozione dell’eccesso di glucosio dal 
sangue; nel pancreas, regolazione del rilascio di insulina 
GLUT3 Cervello (neuronale), testicoli (liquido seminale) 14 Assunzione basale del glucosio 
GLUT4 Muscolo, tessuto adiposo, cuore 5 Attività incrementata dall'azione dell’insulina 
GLUT5 Intestino (principalmente), testicoli, rene 6 Trasporto primario del fruttosio 
GLUT6 Milza, globuli bianchi (leucociti), cervello >5 Probabilmente nessuna funzione di trasporto 
GLUT7 Intestino tenue, colon 0,3 - 
GLUT8 Testicoli SQ: _ 
GLUT9 Fegato, rene 0,6 _ 
GLUT10 Cuore, polmone, cervello, fegato, muscolo, 0,33 — 
pancreas, rene 
GLUT11 Cuore, muscolo scheletrico, rene 0,16 — 
GLUT12 Muscolo scheletrico, cuore, prostata, intestino tenue - - 


“K, del glucosio, eccetto dove indicato, tratta da Augustin, R. (2010) The protein family of glucose transport facilitators: it's not only about glucose after all. IUBMB 


Life 62, pp. 315-333. 

*Itrattini indicano ruoli incerti. 
*K,, del fruttosio. 

$K, del 2-deossiglucosio. 


di velocità caratteristica per ogni sistema di trasporto. Que- 
sta equazione descrive l'andamento della velocità iniziale, 
cioè la velocità misurata quando [S];nterno è = 0. Come nel 
caso delle reazioni enzimatiche, il grafico di 1/V, in fun- 
zione di 1/[S]estemo descrive una linea retta, da cui si posso- 
no ricavare i valori di K, e di V,,ax (Figura 11.31b). Quando 
[S] = K;la quantità di assunzione è 4, V,nay; il processo di 
trasporto è saturato per metà. Dato che la concentrazione 
di glucosio nel sangue è tra 4,5 e 5 mm, un valore circa 3 vol- 
te più elevato di quello della K, del trasportatore, di conse- 
guenza GLUTI è quasi sempre saturo e la velocità del suo 
trasporto è vicina a Vnax: 

Poiché nella conversione di Sesterno iN Sinterno NON vi è 
né formazione né rottura di legami chimici, il “substrato” 
non è quindi più o meno stabile del “prodotto”, e il pro- 
cesso di ingresso è completamente reversibile. Quando 
[Slinterno tende a diventare uguale a [S]esterno 1e velocità di 
ingresso e di uscita del substrato risultano uguali. In que- 
ste condizioni il sistema non è in grado di accumulare il 
substrato (glucosio) all’interno della cellula a una concen- 
trazione superiore a quella del mezzo circostante; è stato 
semplicemente raggiunto un punto di equilibrio tra glu- 
cosio interno e glucosio esterno a una velocità molto su- 
periore rispetto a quella possibile in assenza dello specifi- 
co trasportatore. Il trasportatore del glucosio è specifico 
per il p-glucosio e ha una K, di circa 6 mm. Per molecole 
molto simili, come gli analoghi del glucosio p-mannosio e 
-galattosio, che differiscono solo per la posizione di un 
ossidrile, i valori della K, diventano rispettivamente 20 
e 30 mm, mentre per l’L-glucosio la K, supera il valore di 
3000 mm. Così il GLUTI1 presenta le tre caratteristiche del 
trasporto passivo: alta velocità di diffusione nella direzio- 
ne del gradiente chimico, saturabilità e specificità. 

Nel genoma umano sono codificati dodici trasporta- 
tori per il glucosio, ognuno con caratteristiche proprietà 
cinetiche, di distribuzione tissutale e funzionali (Tabella 
11.3). Nel fegato, il trasportatore GLUT2 trasporta il gluco- 


sio fuori dagli epatociti quando viene liberato lo zucchero 
dal glicogeno per rifornire il sangue. Il GLUT2 ha una K, 
grande (pari a circa 17 mm o maggiore) e può rispondere 
ad aumenti della concentrazione intracellulare di gluco- 
sio (prodotto dalla demolizione del glicogeno) favorendo- 
ne il passaggio all’esterno. Il muscolo scheletrico e cardia- 
co e il tessuto adiposo possiedono un altro trasportatore 
per il glucosio, il GLUT4 (K, = 5 mm), che si distingue da- 
gli altri perché viene stimolato dall’insulina: la sua attività 
aumenta quando il rilascio di insulina segnala un'elevata 
concentrazione di glucosio nel sangue, incrementando co- 
sì la velocità di assunzione del glucosio nel muscolo e nel 
tessuto adiposo (il Box 11.1 descrive alcuni malfunziona- 
menti di questo trasportatore). 


e Loscambiatore cloruro-bicarbonato catalizza 
il cotrasporto elettroneutrale degli anioni attraverso 
la membrana plasmatica 

L’eritrocita possiede un altro sistema di diffusione facili- 
tata, uno scambiatore di anioni, che è essenziale per il tra- 
sporto della CO; da tessuti come il muscolo scheletrico e 
il fegato ai polmoni. La CO; prodotta dai tessuti in atti- 
vità metabolica viene rilasciata nel plasma sanguigno ed 
entra nell’eritrocita, dove viene convertita in bicarbonato 
(HCO;) a opera dell’enzima anidrasi carbonica. (Si ricor- 
di che ’HCO; è il principale tampone del pH nel sangue; 
vedi la Figura 2.21.) Il bicarbonato passa nuovamente nel 
plasma sanguigno per essere trasportato ai polmoni (Figu- 
ra 11.33). Poiché il bicarbonato è molto più solubile della 
CO; nel plasma sanguigno, questo sistema di scambio in 
effetti incrementa considerevolmente la capacità del pla- 
sma di trasportare l’anidride carbonica dai tessuti che la 
generano ai polmoni. Nei polmoni, HCO; rientra nell’e- 
ritrocita e viene convertito in CO,, che viene poi rilasciato 
nello spazio polmonare ed espirato. Perché questo sistema 
sia efficace è necessario che il movimento dello ione bicar- 
bonato attraverso la membrana sia molto veloce. 
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Box 11.1 [\ 


NA Indue forme di diabete vi è un tras 


Quando l’ingestione di sostanze nutrienti ricche di car- 
boidrati determina un aumento della concentrazione del 
glucosio nel sangue al di sopra del suo valore normale (5 
mm), l’eccesso di glucosio viene catturato dal muscolo car- 
diaco e dal muscolo scheletrico (che lo conservano sotto 
forma di glicogeno) e dagli adipociti (che lo convertono in 
triacilgliceroli). L'assunzione di glucosio da parte del mu- 
scolo cardiaco e degli adipociti è mediata dal trasportatore 
del glucosio GLUTA. Tra un pasto e l’altro nelle membrane 
plasmatiche di queste cellule sono presenti solo poche 
copie di GLUT4, ma la maggior parte è sequestrata nelle 
membrane di piccole vescicole intracellulari (Figura 1). 
Quando l’insulina viene rilasciata dal pancreas in risposta a 
elevati livelli di glucosio, l’ormone innesca lo spostamento 
di queste vescicole verso la membrana plasmatica, con la 
quale si fondono, esponendo le molecole di GLUT4 sulla 
superficie esterna della cellula (vedi la Figura 12.16). Con 
più molecole di GLUTA attive, la velocità di assunzione 
del glucosio aumenta di circa 15 volte. Quando i livelli di 
glucosio del sangue ritornano normali, l’insulina non viene 
più rilasciata e il GLUT4 viene rimosso dalla membrana e 
internalizzato in vescicole. 

Nel diabete mellito di tipo I (insulino-dipendente), l’in- 
capacità di rilasciare insulina (e quindi di mobilizzare i 
trasportatori di glucosio) determina una bassa velocità 
di assunzione del glucosio nel muscolo e nel tessuto adi- 
poso. Una conseguenza della mancanza di insulina in 
circolo è che la concentrazione di glucosio nel sangue 


@ Quando l’insulina interagisce con il suo recettore, 
le vescicole si spostano verso la superficie 
e si fondono con la membrana plasmatica, 


orto difettoso di glucosio e di acqua 


dopo un pasto in cui si sono consumati molti carboidrati 
rimane molto elevata per lungo tempo. Questa condi- 
zione è alla base del test di tolleranza al glucosio, uti- 
lizzato per diagnosticare il diabete (vedi il Capitolo 23). 
La permeabilità all'acqua delle cellule epiteliali che ri- 
vestono i dotti collettori del rene è dovuta alla presenza 
di un’acquaporina (AQP2) nella loro membrana plasma- 
tica apicale (la parte che guarda verso il lume del dotto). 
Pormone antidiuretico (ADH), o vasopressina, regola la 
ritenzione di acqua mobilizzando le molecole di AQP2 
immagazzinate in vescicole all’interno delle cellule epite- 
liali, esattamente come l’insulina mobilizza il GLUT4 nel 
muscolo e negli adipociti. Quando le vescicole si fondono 
con la membrana plasmatica, la permeabilità all'acqua 
aumenta enormemente e dal dotto collettore viene ri- 
assorbita più acqua, che poi ritorna nel sangue. Quando 
i livelli di vasopressina diminuiscono, l’AQP2 viene se- 
questrata all’interno delle cellule, riducendo la ritenzione 
di acqua da parte del rene. In casi relativamente rari di 
diabete insipido nell'uomo, un difetto genetico di AQP2 
porta a un difetto di assorbimento dell’acqua da parte del 
rene. Il risultato è l’eliminazione di grandi volumi di urina 
molto diluita. Se un individuo beve abbastanza acqua da 
sostituire quella persa con l’urina non si avranno gravi 
conseguenze perla sua salute. Al contrario, un'assunzione 
insufficiente di acqua, porta a disidratazione e sbilancio 
degli elettroliti nel sangue, che può portare a senso di 
fatica, mal di testa, dolore muscolare e anche alla morte. 


Figura 1 Il trasporto del glucosio mediato da GLUT4 
nei miociti è regolato dall'insulina. 


aumentando il numero di trasportatori di glucosio 


esposti sulla membrana plasmatica della cellula. 
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Il bicarbonato 
Proteina si scioglie nel 
scambiatrice plasma sanguigno. 


L'anidride carbonica 
prodotta dal catabolismo 
entra nell’eritrocita. 


di cloruro _ - 
CO, e bicarbonato He, A 
Nei tessuti in attiva i 
anidrasi carbonica = se a 
CO, + H50 HCO +H' Cl 


+H0T-___—-—-— Hco; +H* CI 
co, 2 anidrasi carbonica 3 


Nei polmoni 
COg 


L'anidride carbonica 
lascia l’eritrocita 
e viene espirata. 


HCO; CIO 


Il bicarbonato del 
plasma sanguigno 
entra nell’eritrocita. 


Figura 11.33 Lo scambiatore cloruro-bicarbonato della 
membrana dell’eritrocita. Questo cotrasporto consente l'ingresso 

e l'uscita di HCO; senza variazioni nel potenziale elettrico di 
membrana. La funzione di questo sistema di trasporto è quella di 
aumentare la capacità di trasporto della CO, del sangue. La parte in 
alto della figura mostra cosa succede nei tessuti in attiva respirazione; 
nella parte in basso è descritto quello che avviene nei polmoni. 


Lo scambiatore cloruro-bicarbonato, chiamato an- 
che proteina scambiatrice di anioni (AE), aumenta la 
permeabilità della membrana dell’eritrocita all’HCO; di 
un fattore pari a circa un milione di volte. Come il traspor- 
tatore del glucosio, è una proteina integrale di membrana 
che probabilmente attraversa la membrana 12 volte. Que- 
sta proteina media uno spostamento simultaneo di due 
anioni: per ogni HCO; che si muove in una direzione, uno 
ione CI si sposta nella direzione opposta e non vi è un tra- 
sferimento netto di cariche. Lo scambio viene quindi detto 
elettroneutrale. l'accoppiamento del trasporto di CI con 
quello dell’HCO; è obbligatorio; in assenza di cloruro il 
trasporto del bicarbonato si ferma. Sotto questo aspetto lo 
scambiatore di anioni è simile a tutti i sistemi che traspor- 
tano simultaneamente due soluti attraverso una membra- 
na, cioè i sistemi di cotrasporto (Figura 11.34). Quando, 
come in questo caso, i due soluti si muovono in direzioni 
opposte, il processo viene detto antiporto. Nel simporto, 
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invece, i due substrati si muovono simultaneamente nel- 
la stessa direzione. I trasportatori che trasportano un so- 
lo substrato, come nel caso del trasportatore eritrocitario 
del glucosio, vengono detti sistemi uniporto. 

Il genoma umano possiede i geni per tre scambiato- 
ri cloruro-bicarbonato strettamente correlati, tutti con la 
stessa topologia transmembrana. Gli eritrociti possiedono 
il trasportatore AEI, nel fegato prevale AE2, mentre AE3 
è presente nelle membrane plasmatiche del cervello, del 
cuore e della retina. Scambiatori di anioni simili si trova- 
no anche nelle piante e nei microrganismi. 


e Iltrasportoattivo trasferisce un soluto contro gradiente 

di concentrazione o contro gradiente elettrochimico 
Nel trasporto passivo la specie trasportata si sposta sem- 
pre secondo il gradiente elettrochimico e non si ha ac- 
cumulo oltre la concentrazione di equilibrio. Il traspor- 
to attivo, al contrario, accumula il soluto su un lato del- 
la membrana oltre il punto di equilibrio. Il trasporto at- 
tivo è termodinamicamente sfavorito (endoergonico) e 
si verifica soltanto quando è accoppiato (direttamente 
o indirettamente) a un processo esoergonico, come l’as- 
sorbimento della luce solare, una reazione di ossidazio- 
ne, la scissione di ATP oppure il flusso concomitante di 
un’altra specie nella direzione del suo gradiente elettro- 
chimico. Nel trasporto attivo primario l’accumulo del 
soluto è accoppiato direttamente a una reazione esoer- 
gonica, come la conversione di ATP in ADP + P; (Figura 
11.35). Il trasporto attivo secondario avviene quando 
il trasporto endoergonico (contro gradiente) di un solu- 
to è accoppiato a un flusso esoergonico (nella direzione 
del gradiente) di un soluto diverso, che era stato in pre- 
cedenza accumulato su un lato della membrana da un 
trasporto attivo primario. 

La quantità di energia necessaria per il trasporto di un 
soluto contro gradiente può essere calcolata facilmente co- 
noscendo il valore iniziale del gradiente di concentrazione. 
L'equazione generale per la variazione di energia libera in 
un processo chimico che converte S in P è 


AG= AG'° + RTIn ([P]/[S]) (11.2) 


dove AG'° è la variazione di energia libera standard, R è 
la costante dei gas, 8,315 J/mole - K, e T è la temperatu- 
ra assoluta. Quando la “reazione” è un semplice traspor- 
to di un soluto da una regione in cui la sua concentrazio- 


Figura 11.34 Le tre classi generali di sistemi di trasporto. 

| trasportatori differiscono per il numero di soluti (substrati) 
trasportati e per la direzione in cui ogni substrato viene trasportato. 
Nel testo sono presenti esempi di tutti e tre i tipi di trasportatori. 

Si noti che questa classificazione non tiene conto dell'eventuale 
richiesta di energia del sistema (trasporto attivo) o della sua 
indipendenza energetica (trasporto passivo). 
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© oo 
e 96 
(a) Trasporto attivo 
primario 


(b) Trasporto attivo 
secondario 


Figura 11.35 |duetipi di trasporto attivo. (a) Nel trasporto attivo 
primario, l'energia rilasciata dall'idrolisi dell'ATP guida il movimento 
del soluto (S,) contro un gradiente elettrochimico. (b) Nel trasporto 
attivo secondario, il gradiente di uno ione X (S,) (spesso Na*) viene 
stabilito da un trasporto attivo primario. Il movimento di X (51) 
secondo il suo gradiente elettrochimico fornisce l'energia necessaria 
per il cotrasporto di un secondo soluto (S,) contro gradiente 
elettrochimico. 


ne è C;, a un’altra regione in cui la sua concentrazione è 
C», non si rompono e non si formano legami chimici, e la 
variazione di energia libera standard (AG'°) è molto vi- 
cina a 0. La variazione di energia libera per il trasporto, 


AG, è quindi 
®& (13) 


Se vi è una differenza di 10 volte tra le concentrazioni dei 
due compartimenti, il costo energetico del movimento di 
una mole di soluto non carico a 25 °C attraverso una mem- 
brana che separa i due compartimenti è 


AG,= RTIn (C; /C;) 


AG; = (8,315 J/mole - K) (298 K) In (10/1) = 5,700 J/mole 
= 5,7 kJ/mole 


LEquazione 11.3 può essere applicata a qualsiasi soluto 
non carico. 


° 
pò Costo energetico per pompare un soluto 


privo di carica 
Calcolate il costo energetico (variazione di energia libera) 
per pompare un soluto privo di carica contro un gradiente 
di concentrazione pari a 1,0 X 10° volte a 25 °C. 


Soluzione Applicate l’Equazione 11.3. Sostituite (C3/C3) 
con 1,0 X 104, R con 8,315 J/mole * K (la costante dei gas), 
e T con 298 K (gradi Kelvin): 


AG, = RTIn (C3/C;) 
= (8,315 J/mole - K) (298 K) In (1,0 x 105) 
= 23 kJ/mole 


Quando il soluto è uno ione, il suo movimento, senza il 
contemporaneo spostamento di un altro ione con carica 
opposta in direzione contraria, determina la separazione 
endoergonica delle cariche positive da quelle negative, 
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producendo un potenziale elettrico; questo tipo di tra- 
sporto viene detto elettrogenico. Il costo energetico del 
movimento di uno ione dipende dal suo potenziale elet- 
trochimico (Figura 11.27), cioè dalla somma del gradiente 
chimico e del potenziale elettrico: 

& (114) 


dove Z è la carica dello ione, F è la costante di Faraday 
(96 480 J/V - mole) e Ay è il potenziale elettrico transmem- 
brana (in volt). Le cellule eucariotiche hanno potenziali 
elettrici attraverso la loro membrana di circa 0,05 V (con il 
lato interno negativo rispetto all’esterno), e quindi il secon- 
do termine dell’Equazione 11.4 può contribuire in modo 
significativo a determinare la variazione di energia libera 
per il trasporto di uno ione. La maggior parte delle cellule 
è in grado di mantenere dei gradienti di concentrazione ai 
due lati delle loro membrane plasmatiche o intracellulari 
molto più grandi di dieci volte, e per molti tipi di cellule 
o tessuti il trasporto attivo rappresenta uno dei principali 
processi di consumo energetico. 


® 
pò Costo energetico per pompare un soluto 


carico 

Calcolate il costo energetico (variazione di energia libera) 
per pompare il Ca?* dal citosol, dove la sua concentrazio- 
ne è 1,0 X 10°” mm, al liquido extracellulare, dove la sua 
concentrazione è circa 1 mm. Supponete che la tempera- 
tura sia di 37 °C (la temperatura corporea dei mammiferi) 
e che il potenziale standard transmembrana della mem- 
brana plasmatica sia pari a 50 mV (negativo all’interno). 


Soluzione In questo problema bisogna tener conto sia del 
gradiente di concentrazione che del potenziale elettrico. 
Applicate l’Equazione 11.4. Sostituite R con 8,315 J/mole - K 
(la costante dei gas), T con 310 K, C. con 1 X 1075, Ci con 
1 X 1077 + con 96 500 J/V - mole, Z con +2 (la carica del- 
lo ione calcio) e Ay con 0,050 V. Notate che il potenziale 
transmembrana è di 50 mV (negativo all’interno), quindi la 
variazione del potenziale quando uno ione si muove dall’in- 
terno all’esterno è di 50 mV. 
AG, = RT In (C/C) +Z3 Aw 

= (8,315 J/mole - K)(310 K EE 
rORiile SALMO AT aa 


+ 2 (96500 J/V - mole) (0,050 V) 
= 33 kJ/mole 


Il meccanismo del trasporto attivo è di importanza fon- 
damentale in biologia. Come vedremo nel Capitolo 19, la 
formazione di ATP nei mitocondri e nei cloroplasti ha luo- 
go essenzialmente mediante un meccanismo che è essen- 
zialmente l’inverso di un trasporto ionico attivo favorito 
dall’idrolisi dell’ATP. L’energia fornita dal flusso sponta- 
neo dei protoni attraverso la membrana può essere cal- 
colata con l’Equazione 11.4; si ricordi che il AG per flussi 
secondo un gradiente elettrochimico ha un valore negativo, 
mentre per il trasporto contro un gradiente elettrochimico 
il AG ha un valore positivo. 
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e LeATPasiditipo P vengono fosforilate durante i loro cicli 


catalitici 


La famiglia delle ATPasi di tipo P comprende trasporta- 
tori attivi di cationi, che vengono reversibilmente fosforila- 
ti dall’ATP La fosforilazione induce una variazione confor- 
mazionale, essenziale per il meccanismo di trasporto dei 
cationi attraverso la membrana. Il genoma umano codifica 
almeno 70 ATPasi di tipo P, che hanno sequenze ammino- 
acidiche e caratteristiche topologiche simili, specialmente 
nella zona vicina al residuo di aspartato che viene fosfori- 
lato. Sono tutte proteine integrali di membrana, formate 
da un singolo polipeptide, con 8 o 10 regioni che attraver- 
sano la membrana (tipo II della Figura 11.9). Inoltre, tut- 


te vengono inibite dal vanadato. 


A i 


05 = O 0= i (CI 
OH OH 
Fosfato Vanadato 


Le ATPasi di tipo P sono ampiamente rappresentate negli 
eucarioti, ma anche nei batteri. L’ATPasi Na* K* delle cel- 
lule degli animali (un antiporto per gli ioni sodio e potas- 
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sio) e ’PATPasi H* della membrana plasmatica delle pian- 
te e dei funghi determinano il potenziale elettrochimico 
transmembrana nelle cellule, generando gradienti ionici 
tra le due facce della membrana plasmatica. Questi gra- 
dienti forniscono la forza motrice necessaria a sostenere il 
trasporto attivo secondario e sono anche alla base della se- 
gnalazione elettrica nei neuroni. Nei tessuti degli animali, 
la pompa ATPasi per il calcio del reticolo endoplasma- 
tico e sarcoplasmatico (SERCA) e la pompa Ca?*-ATPasi 
della membrana plasmatica sono uniporti per gli ioni Ca°* 
che mantengono il livello citosolico del calcio al di sotto 
di 1pum. Le cellule parietali che delimitano lo stomaco dei 
mammiferi possiedono un’ATPasi di tipo P che pompa H* 
e K* attraverso la membrana plasmatica, acidificando co- 
sì il contenuto dello stomaco. Le flippasi dei lipidi, come 
abbiamo già visto, sono strutturalmente e funzionalmen- 
te correlate con i trasportatori di tipo P.I batteri e gli euca- 
rioti usano ATPasi di tipo P per pompare verso l'esterno gli 
ioni metalli tossici, come il Cd°* e il Cu?*. 

Le ATPasi di tipo P hanno strutture e meccanismi d’a- 
zione molto simili (Figura 11.36). Il meccanismo ipotizza- 
to per le ATPasi di tipo P comporta una considerevole va- 
riazione conformazionale e la fosforilazione-defosforila- 


Figura 11.36 La struttura generale delle ATPasi di tipo P. (a) Le ATPasi di tipo P hanno 
tre domini citoplasmatici (A, N, e P) e due domini transmembrana (T ed S) costituiti da 
molte eliche. Il dominio N (nucleotide) lega l’ATP e il Mg?* e possiede un'attività protein 
chinasica che fosforila il residuo di Asp specifico che si trova nel dominio P (fosforilato) 

di tutte le ATPasi di tipo P. Il dominio A (attuatorio) ha un'attività di proteina fosfatasi 

che rimuove il gruppo fosforico dal residuo di Asp a ogni ciclo catalitico della pompa. 

Un dominio di trasporto con sei eliche transmembrana (T) comprende la struttura di 
trasporto dello ione, mentre quattro ulteriori eliche transmembrana formano il dominio 

di supporto (S), che fornisce un vero e proprio supporto fisico al dominio di trasporto, ma 
può svolgere anche altri tipi di funzioni specializzate in alcuni tipi di ATPasi di tipo P. I siti di 
legame degli ioni che devono essere trasportati sono vicini al centro della membrana, 
40-50 À lontani dal residuo di Asp fosforilato. In tal modo, la fosforilazione-defosforilazione 
non influenza direttamente il legame dello ione. Il dominio A comunica i movimenti dei 
domini N e Pai siti di legame degli ioni. (b) Rappresentazione a nastro della Ca?* ATPasi 
(pompa SERCA) (PDB ID 1T5S). L’ATP si lega al dominio Ne gli ioni Ca?* che devono essere 
trasportati si legano al dominio T. (c) Altre ATPasi di tipo P hanno strutture a domini e 
presumibilmente anche meccanismi d'azione simili alla pompa SERCA, tra cui la 

Na* K* ATPasi (PDB ID 3KDP), la H* ATPasi della membrana plasmatica (PDB ID 3B8C) 

e la H* K* ATPasi dello stomaco (gastrica; derivata da PDB ID 3IXZ). 


H* ATPasi della membrana 
plasmatica 


Na* K* ATPasi H+ K* ATPasi dello stomaco 


(gastrica) 
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zione di un residuo di aspartato del dominio P a ogni ciclo 
catalitico. Nelle pompe SERCA (Figura 11.37), ogni ciclo 
catalitico trasferisce due ioni Ca°* attraverso la membra- 
na e converte un ATP in ADP e P.;. PATP ha due ruoli in 
questo meccanismo, uno catalitico e uno di modulazione. 
La funzione del legame e del trasferimento del gruppo fo- 
sforico all’enzima è quella di indurre l’interconversione di 
due conformazioni (E1 ed E2) del trasportatore. Nella con- 
formazione E1 i due siti per il legame del Ca°* sono esposti 
verso il lato citosolico dell’ER o del reticolo sarcoplasmati- 
co e legano il calcio con grande affinità. Il legame dell’ATP 
e la fosforilazione dell’aspartato provocano una variazione 
conformazionale di E1 in E2, in cuii siti di legame del cal- 
cio sono esposti verso il lato luminale della membrana, e 
la loro affinità per il calcio viene fortemente ridotta, pro- 
vocando il rilascio del Ca?* nel lume. Attraverso questo 
meccanismo l’energia rilasciata dall’idrolisi dell’ATP du- 
rante un ciclo di fosforilazio- 
ne-defosforilazione spinge il 
Ca°* attraverso la membrana 
contro un alto gradiente elet- 
trochimico. 

Una variante di questo 
meccanismo di base si osser- 
va nella Na*K* ATPasi della 
membrana plasmatica, scoper- 
ta da Jens Skou nel 1957 Que- 
sto cotrasportatore accoppia le 
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sforilazione di un residuo essenziale di Asp al trasporto si- 
multaneo di entrambi gli ioni Na*e K* contro il loro gra- 
diente elettrochimico (Figura 11.37). La Na*K* ATPasi è 
responsabile del mantenimento di basse concentrazioni 
di Na* e alte concentrazioni di K* all’interno della cellu- 
la rispetto al fluido extracellulare (Figura 11.38). Per ogni 
molecola di ATP trasformata in ADP e P,, il trasportatore 
trasferisce attraverso la membrana due ioni K* all’interno, 
e tre ioni Na* all’esterno. Il cotrasporto è quindi elettroge- 
nico, poiché crea una netta separazione di cariche attraver- 
so la membrana. Negli animali, questo produce un poten- 
ziale di membrana compreso tra —50 e — 70 mV (negativo 
all’interno rispetto all’esterno), caratteristico di quasi tut- 
te le cellule ed essenziale per la conduzione del potenziale 
d’azione nei neuroni. Il ruolo centrale della Na*K* ATPasi 
è dimostrato dal fatto che l’energia investita in questa sin- 
gola reazione corrisponde a circa il 25% dell’energia con- 
sumata dal corpo umano a riposo. 


e LeATPasiditipo VedFsono pompe protoniche guidate 
dall'ATP 

Le ATPasi di tipo V, una classe di ATPasi che trasportano 
protoni, sono responsabili dell’acidificazione dei comparti- 
menti intracellulari di molti organismi (V sta per vacuola- 
ri). Le pompe protoniche di questo tipo mantengono i va- 
cuoli dei funghi e delle piante superiori a pH compresi tra 
3 e 6, cioè al di sotto di quello del citosol circostante (pH 
75). Le ATPasi di tipo V sono responsabili anche dell’aci- 
dificazione dei lisosomi, degli endosomi, del complesso di 


Il gruppo 
fosforico 

viene trasferito 
al residuo Asp351 
del dominio P. 


Figura 11.37 Il probabile meccanismo 
della pompa SERCA. Il ciclo del trasporto 
ha inizio con la proteina nella sua 
conformazione E1, con i siti di legame 

del Ca?* rivolti verso il citosol. Si legano 
due ioni Ca?*, quindi l’ATP si lega al 
trasportatore e fosforila l'Asp?°, formando 


© E1-P.La fosforilazione favorisce la seconda 


conformazione, E2-P, in cui i siti di legame 
del Ca?*, che in questo caso hanno ridotta 
affinità per il Ca?*, sono accessibili sull'altro 
lato della membrana (lume, o spazio 
extracellulare), e il Ca?* rilasciato diffonde. 
Infine E2-P si defosforila e la proteina 
riprende la conformazione E1 per un altro 
ciclo di trasporto. 


La fosforilazione 
induce cambiamenti 
conformazionali che 
causano il rilascio 

di Ca?* all’interno 
del lume. 
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Golgi e delle vescicole di secrezione delle cellule animali. 
Tutte le ATPasi di tipo V hanno una struttura complessa, 
con un dominio transmembrana (V,, integrale) che si com- 
porta come un canale per protoni, e un dominio periferi- 
co (V;) che contiene il sito di legame per ’ATP ed esprime 


(a) Regione non omologa 


della subunità A 


Lume del vacuolo 


Figura 11.39 Due pompe protoniche con strutture simili. 

(a) L'ATPasi Vo V, H* utilizza l’ATP per pompare i protoni all'interno 
dei vacuoli e dei lisosomi, generando il basso pH interno che li 
contraddistingue. La pompa ha un dominio integrale Vo (immerso 
nella membrana, in arancione) che comprende diverse subunità 
cidentiche e un dominio periferico che protrude nel citosol e 
comprende i siti di idrolisi dell'ATP, localizzati su tre subunità B 
identiche (in viola). (b) La Fo F; ATPasi/ATP sintasi dei mitocondri 

ha un dominio integrale F; (in arancione) con molte copie della 
subunità c e un dominio periferico F, costituito da tre subunità a, tre 
subunità f e un albero centrale collegato al dominio integrale. L'F,, 
e presumibilmente anche il Vo, contiene un canale transmembrana 
attraverso il quale sono pompati i protoni quando viene idrolizzato 
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Figura 11.38 Ruolo della Na*K* ATPasi nelle cellule animali. 

Il trasporto attivo è responsabile in primo luogo del mantenimento 
delle concentrazioni intracellulari dell’Na* e del K* e della 
generazione del potenziale di membrana nelle cellule animali. Il 
meccanismo consiste nel trasferire tre Na* fuori della cellula ogni 

due K* che entrano. Il potenziale elettrico ai due lati della membrana 
plasmatica è fondamentale per la trasmissione del segnale neuronale, 
e il gradiente di Na* viene usato per il cotrasporto dei soluti contro il 
gradiente di concentrazione in molti tipi cellulari. 


l’attività ATPasica (Figura 11.39a). Strutturalmente sono 
simili alle meglio caratterizzate ATPasi di tipo F 

Le ATPasi di tipo F sono dei trasportatori attivi che 
catalizzano il trasporto di protoni contro gradiente gui- 
dato dall’idrolisi del’ATP. La denominazione “tipo F” de- 
riva dall’identificazione di queste ATPasi come fattori di 
accoppiamento energetico. Il complesso proteico integra- 
le di membrana F, (Figura 11.39; il pedice o, da oligomi- 
cina, sta a indicare l’inibizione) rappresenta una via per il 
trasporto transmembrana dei protoni, mentre la proteina 
periferica F; (il pedice 1 sta a indicare che è stato il primo 
di diversi fattori isolati dai mitocondri) utilizza l'energia 
dell'ATP per trasportare i protoni contro gradiente (verso 
una regione a più elevata concentrazione di H*). L’orga- 
nizzazione delle pompe protoniche FF, deve essersi svi- 
luppata assai presto nel processo evolutivo. Alcuni batteri, 
come E. coli, utilizzano una ATPasi FF; per pompare pro- 
toni all’esterno, e gli archea possiedono una pompa pro- 
tonica analoga, l’ATPasi A;A1. 


Matrice mitocondriale 


l’ATP sulle subunità di F, (o le subunità B di V,). Il meccanismo 
particolare con cui l'idrolisi dell'ATP è accoppiata al movimento 
protonico sarà descritto in dettaglio nel Capitolo 19. Esso coinvolge la 
rotazione di F, nel piano della membrana. Le strutture dell'ATPasi VV, 
e di quelle analoghe a essa, come l'ATPasi AA; (degli archea) e l’ATPasi 
CFo CF, (dei cloroplasti), sono essenzialmente simili a quelle di FF, 

e anche il meccanismo è probabilmente conservato e quindi simile. 
Un trasportatore di protoni ATP-dipendente può catalizzare anche 

la sintesi di ATP (frecce rosse) se il flusso di protoni avviene nel senso 
del gradiente elettrochimico. Questa è la reazione fondamentale dei 
processi di fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione, entrambi 
descritti in dettaglio nel Capitolo 19. 
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Come tutti gli enzimi, le ATPasi di tipo F catalizzano la 
loro reazione in entrambe le direzioni. La loro reazione è 
quindi reversibile. Quindi, un gradiente protonico abba- 
stanza grande può fornire l'energia sufficiente per guidare 
la reazione inversa, cioè la sintesi di ATP (Figura 11.39D). 
Quando funzionano in questa direzione le ATPasi di tipo F 
sono dette più propriamente ATP sintasi; queste sono 
strutture fondamentali per la produzione di ATP nei mi- 
tocondri durante la fosforilazione ossidativa e nei cloropla- 
sti durante la fotofosforilazione, come anche nei batteri e 
negli archea. Il gradiente protonico necessario a guidare 
la sintesi di ATP è prodotto da altri tipi di pompe proto- 
niche guidate dall’ossidazione del substrato o dalla radia- 
zione luminosa. Questi processi sono descritti in dettaglio 
nel Capitolo 19 (pagina 767). 


e trasportatori ABC usano l'ATP per il trasporto attivo 
di una grande varietà di substrati 

I trasportatori ABC (Figura 11.40) costituisco- 
b:4 no una grande famiglia di trasportatori ATP-di- 

pendenti che pompano amminoacidi, peptidi, 
proteine, ioni metallici, vari lipidi, sali biliari e molti com- 
posti idrofobici, compresi i farmaci, all’esterno della cel- 
lula contro un gradiente di concentrazione. Un traspor- 
tatore ABC dell’uomo, il trasportatore multifarmaco 
(MDRI1, multi-drug transporter, chiamato anche glicopro- 
teina P), è responsabile della forte resistenza di certi tu- 
mori ad alcuni farmaci che normalmente hanno una buo- 
na efficacia antitumorale. PMDR1 ha un’ampia specifici- 
tà di substrato per i composti idrofobici come, per esem- 
pio, i farmaci chemioterapici adriamicina, doxorubicina 
e vinblastina. Pompando questi farmaci fuori dalla cellu- 
la, il trasportatore impedisce che si accumulino all’inter- 
no del tumore e blocca così i loro effetti terapeutici. 
MDRI (Figura 11.40a) è una proteina integrale di mem- 
brana (M, 170 000) con due dimeri omologhi, ciascuno 
dei quali ha sei eliche transmembrana e due domini che 


legano l’ATP; questa struttura che lega ’ATP (detta an- 
che “cassetta”) è presente in tutte queste proteine tra- 


Figura 11.40 Due trasportatori ABC. (a) ll trasportatore 
multifarmaco delle cellule animali (MDR1, chiamato anche 
glicoproteina P; PDB ID 3G60), responsabile del pompaggio di 

una grande varietà di farmaci antitumorali all'esterno delle cellule 
umane, è costituito da due parti omologhe transmembrana (in blu e 
in celeste), ciascuna delle quali contiene sei eliche transmembrana 
separate in due domini (TDM, in blu), e un dominio citoplasmatico di 
legame del nucleotide (NBD, in rosso). (b) La proteina che trasporta la 
vitamina B,, BtuCD (PDB ID 1L7V) di E. coli è un omodimero con 

10 eliche transmembrana (in blu e in celeste) in ogni monomero e 
due domini NBD (in rosso) che si estendono nel citoplasma. 

(c) Meccanismi proposti per il trasportatore ABC delle vitamina B,, 
di E. coli accoppiato all'idrolisi dell'ATP per il trasporto. Il substrato 
viene portato al trasportatore sulla faccia periplasmatica da una 
proteina di legame specifica per il substrato. Con l'ATP legato nei 

siti NBD, il trasportatore è aperto verso l'esterno (periplasma), ma in 
seguito al legame del substrato e con l'idrolisi dell'ATP in ADP si ha 
un cambiamento conformazionale che espone il substrato verso la 
faccia interna, lasciandolo libero di allontanarsi dal trasportatore e di 
diffondere nel citosol. 
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sportatrici, e da ciò deriva il loro nome (proteine traspor- 
tatrici con ATP-binding cassette). La sovraespressione di 
MDRI è spesso la causa del fallimento del trattamento 
terapeutico del cancro al fegato, al rene e al colon. Un tra- 
sportatore ABC a esso correlato, l’ABCCI, è sovraespres- 
so nelle cellule cancerose resistenti ai farmaci nei casi di 
cancro alla prostata, al polmone e al seno. Attualmente 
sono oggetto di studio per la progettazione di farmaci di- 
versi inibitori altamente selettivi dei trasportatori multi- 
farmaco che potrebbero aumentare l’efficacia dei farma- 
ci anticancro che altrimenti verrebbero espulsi dalle cel- 
lule cancerose. Per quale motivo i trasportatori multifar- 
maco si sono così conservati durante l'evoluzione? 
EMDRI presente nella membrana placentale e nella bar- 
riera ematoencefalica tiene fuori i composti tossici che 
altrimenti danneggerebbero il feto o il cervello. 


(a) Domini transmembrana (TMD) 
[oe 3 
Ambiente 
extracellulare 


0000000000 


da 
IVANANAVAVAVANAIAY 


ILIAVILIA MUIQUCA, 
0000000€ 
Citoplasma 


(b) TMD 


00000000 
Citoplasma $ 


NBD 
(c) Rivolto verso l'esterno Rivolto verso l'interno 
Proteina 
che lega P 


il substrato 


N 


Î 
AJ 


Ambiente 

Substrato — extracellulare 
QOOVO0OC I T|P0OVOVO0ONI COOOOO0O 
ANNATA MINVAIZAONIVAN IAVAVIAVINIAVAN 
I VAAZAIMIDIAI ITAVVATAIDMIVAIA ANIMI MMAVEMIA 
0000000 0000000000 FOCOCO00O 
TMD 1° Citoplasma 

ATP £ 
ADPSs 


NBD 


© 978-88-08-26148-9 


I trasportatori ABC sono presenti anche negli anima- 
li più semplici, nelle piante e nei microrganismi. Il lie- 
vito possiede 31 geni che codificano trasportatori ABC, 
Drosophila ne ha 56 ed E. coli 80, che rappresentano il 2% 
dell’intero genoma. I trasportatori ABC utilizzati da E. coli 
e da altri tipi di batteri per trasportare all’interno alcuni 
composti essenziali come la vitamina B;; (Figura 11.40b), 
potrebbero essere i precursori evolutivi degli MDR pre- 
senti nelle cellule animali. La presenza dei trasportatori 
ABC che conferiscono resistenza agli antibiotici nei mi- 
crobi patogeni (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus 
aureus, Candida albicans, Neisseria gonorrhoeae e Plasmo- 
dium falciparum) genera un problema di salute pubbli- 
ca e rende questi trasportatori potenziali bersagli per la 
progettazione di farmaci. O 


Box 11 


La fibrosi cistica (CF) è una malattia ereditaria dell’uomo 
relativamente comune. Circa il 5% dei bianchi americani 
è portatore di questa patologia: essi presentano un di- 
fetto genetico in una delle due copie del gene. Soltanto 
gli individui con entrambe le copie del gene difettose 
mostrano i sintomi gravi della malattia: ostruzione del 
tratto gastrointestinale e del tratto respiratorio, che de- 
termina infezioni batteriche nelle vie aeree e la morte 
per insufficienza respiratoria prima dei 30 anni di età. 
Nei pazienti con fibrosi cistica il sottile strato di muco che 
normalmente ricopre la superficie interna dei polmoni è 
troppo spesso, ostruisce il flusso di aria e rappresenta un 
terreno ideale perla crescita di batteri patogeni, in parti- 
colare Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. 
Il gene difettoso nei pazienti con CF è stato scoperto nel 
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Figura 1 |tre stati del CFTR, il regolatore della conduttanza 
transmembrana nella fibrosi cistica. La proteina ha due 
segmenti, ciascuno con sei eliche transmembrana, e tre domini 
funzionalmente significativi, che si estendono dalla superficie 
citoplasmatica: NBD, e NBD), (in verde) sono i domini che legano 
l’ATP, e un dominio regolatore (in blu) è il sito della fosforilazione 
catalizzata dalla chinasi CAMP-dipendente. Quando questo 
dominio R è fosforilato ma non vi è ATP legato al sito NBD (a 
sinistra), il canale è chiuso. Quando l’ATP si lega, il canale si apre 
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Il dominio R è fosforilato 
LATP è legato agli NBD 
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Tutti i trasportatori ABC hanno due domini che lega- 
no nucleotidi (NBD) e due domini transmembrana che 
contengono diverse eliche transmembrana. In alcuni ca- 
si tutti questi domini si trovano in un singolo polipeptide 
molto lungo; altri trasportatori ABC possiedono due su- 
bunità, ciascuna con un NBD e un dominio con sei eliche 
transmembrana. La maggior parte dei trasportatori ABC 
si trova nella membrana plasmatica, ma alcuni tipi si tro- 
vano anche nel reticolo endoplasmatico e nelle membra- 
ne dei mitocondri e dei lisosomi. La proteina CFTR (ve- 
di il Box 11.2) è un caso interessante di canale ionico (un 
canale per il Cl) aperto dall’idrolisi dell'ATP, che appa- 
rentemente sembra derivare da un trasportatore ABC, in 
cui l’evoluzione ha eliminato e sostituito la funzione di 
pompa con quella di canale ionico. 


Un canale ionico difettoso causa la fibrosi cistica 


1989. Esso codifica una proteina di membrana chiamata 
regolatore della conduttanza transmembrana della fi- 
brosi cistica, o CFTR. Questa proteina possiede due 
segmenti, ciascuno con sei eliche transmembrana, due 
domini per i nucleotidi (NBD) e una regione regolatrice 
(Figura 1). La proteina CFTR è quindi simile alle proteine 
trasportatrici ABC, eccetto il fatto che essa funziona come 
un canale ionico (specifico per gli ioni Cl) e non come 
una pompa. Il canale trasporta Cl attraverso la mem- 
brana plasmatica quando entrambi i suoi NBD hanno 
legato l’ ATP e si chiude quando l’ATP viene idrolizzato 
ad ADP e P; in uno dei suoi NBD. 

Il canale per il CIT è ulteriormente regolato mediante 
fosforilazione di alcuni residui di serina nella regione 
regolatrice, un processo catalizzato dalla proteina chinasi 


Canale chiuso 
Il dominio R non è fosforilato 
LATP non è legato agli NBD 


— 00C 


(in mezzo) e rimane aperto fino a che l'ATP non viene idrolizzato. 
Quando il dominio regolatore è defosforilato (a destra), si lega 
ai domini NBD, e impedisce il legame dell'ATP e l'apertura del 
canale. La mutazione più comune che causa la CF è la delezione 
della Phe°°8 del dominio NBD); (a sinistra). Il CFTR è un tipico 
trasportatore ABC, tranne che per due aspetti: la maggior parte 
dei trasportatori ABC è priva del dominio regolatore, inoltre il 
CFTR agisce da canale per gli ioni (per il CY), non come un tipico 
trasportatore. 

> (segue) 


427 


CAPITOLO 11 


428. Membrane biologiche e trasporto 


Box 11.20 (segue) 


cAMP-dipendente (Capitolo 12). Quando la regione rego- 
latrice non è fosforilata, il canale del CIT è chiuso. La mu- 
tazione responsabile della fibrosi cistica nel 70% dei casi è 
costituita dalla delezione del residuo di Phe in posizione 
508. La proteina mutante si ripiega in modo non corretto, 
e da ciò deriva un difetto nell'inserzione nella membrana 
plasmatica, e quindi una riduzione del trasporto di CI” 
e H;0 attraverso le membrane plasmatiche delle cellule 
epiteliali che delimitano le vie aeree (Figura 2), il tratto 
digestivo, e le ghiandole esocrine (pancreas, ghiandole 
sudoripare, dotti biliari e vasi deferenti). La secrezione 
di liquido è essenziale per mantenere il muco che riveste 
le superfici degli alveoli polmonari alla viscosità neces- 
saria per intrappolare e rimuovere i microorganismi che 
vengono inalati con la normale respirazione. 

La minor esportazione del CI si accompagna a una 
diminuita esportazione dell’acqua dalle cellule, che 
causa la disidratazione del muco, che si ispessisce e si 
indurisce. In condizioni normali, le ciglia delle cellule 
epiteliali che delimitano la superficie interna dei pol- 
moni eliminano i batteri che si trovano nel muco. Nei 
soggetti affetti da CF, questo processo viene impedito 
dal muco ispessito e disidratato, che trattiene i batteri. 
Ciò causa frequenti infezioni da S. aureus e P._ aerugi- 


I domini NBD di tutte le proteine ABC hanno sequenze 
e presumibilmente anche strutture tridimensionali simili; 
essi sono i motori molecolari conservati nel corso dell’evo- 
luzione che possono essere accoppiati a un’ampia varietà di 
pompe e canali. Quando sono associati a una pompa, il mo- 
tore guidato dall’ATP sposta i soluti contro il gradiente di 
concentrazione. La stechiometria delle pompe ABC è circa 
una molecola di ATP idrolizzato per ogni molecola di sub- 
strato trasportato, ma non sono ancora noti i meccanismi di 
accoppiamento e i siti di legame dei substrati (Fig. 11.40c). 
Alcuni trasportatori ABC presentano una specifi- 
cità molto elevata per un singolo substrato; altri 
sono più promiscui. Il genoma umano contiene al- 
meno 48 geni che codificano per i trasportatori ABC, molti 
dei quali sono coinvolti nel mantenimento del doppio stra- 
to lipidico e nel trasporto di steroli e loro derivati e acidi 
grassi attraverso il corpo. Le flippasi, che spostano i lipidi di 
membrana da un foglietto del doppio strato all’altro, sono 
trasportatori ABC, e il meccanismo cellulare per esportare 
l'eccesso di colesterolo comprende un trasportatore ABC. 
Le mutazioni nei geni che codificano alcune di queste pro- 
teine danno origine a malattie genetiche gravi, come la fi- 
brosi cistica (Box 11.2), la malattia di Tangier (pagina 892), 
la degenerazione della retina, l’anemia e il malfunzionamen- 
to del fegato. O 


e gradienti ionici forniscono l'energia per il trasporto 

attivo secondario 
I gradienti ionici formati dal trasporto primario di Na* o di 
H* possono a loro volta essere usati come energia trainan- 
te per il cotrasporto di altri soluti. Molti tipi di cellule han- 
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nosa, che danneggiano progressivamente i polmoni e 
riducono l’efficienza respiratoria. Linsufficienza re- 
spiratoria è la causa più comune di morte dei pazienti 
affetti da CE 


Figura 2 Il muco che ricopre la superficie dei polmoni intrappola 
i batteri. Nei polmoni di soggetti sani, come nel caso mostrato, 
questi batteri vengono uccisi e spazzati via dai movimenti delle 
ciglia. Nei pazienti con CF l'attività battericida viene a mancare e le 
infezioni ricorrenti determinano un progressivo danneggiamento 
dei polmoni. 


no sistemi di trasporto che accoppiano il flusso spontaneo 
nella direzione del gradiente di concentrazione di questi 
ioni al simultaneo pompaggio contro il gradiente di altri 
ioni, zuccheri o amminoacidi (Tabella 11.4). Per esempio, 
il trasportatore del lattosio (lattosio permeasi o galat- 
toside permeasi) in E. coli è il prototipo meglio studiato 
di cotrasporto guidato da un gradiente protonico. Questa 
proteina è costituita da una singola catena polipeptidica 
(417 residui) che funziona in forma monomerica per il 
trasporto di un protone e di una molecola di lattosio nella 


M Tabella 11.4 Sistemi di cotrasporto guidati da gradienti 


di Na* o di H* 
Soluto Soluto 
trasportato cotrasportato 
Organismo/ (che si muove (che si muove 
tessuto/tipo contro in favore Tipo di 
cellulare il gradiente) del gradiente trasporto 
E. coli Lattosio H' Simporto 
Prolina H' Simporto 
Acidi H' Simporto 
dicarbossilici 
Intestino, rene Glucosio Na Simporto 
(vertebrati) 
Amminoacidi Na' Simporto 
Cellule di vertebrati Ca?" Na' Antiporto 
(molti tipi) 
Piante superiori K' H' Antiporto 
Funghi K' H' Antiporto 
(Neurospora) 


© 978-88-08-26148-9 
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Figura 11.41 Assunzione del lattosio in E. coli. (a) Il trasporto 
primario di H* fuori dalla cellula, che avviene durante l'ossidazione 

di molte sostanze nutrienti, genera un gradiente di protoni e un 
potenziale elettrico (interno negativo) attraverso la membrana. 

Il trasporto attivo secondario del lattosio nella cellula richiede il 
simporto del lattosio e degli H* da parte del trasportatore del lattosio. 
L'assunzione di lattosio contro il suo gradiente di concentrazione 
dipende in modo assoluto dall'ingresso nella cellula di H*, guidato 


cellula, con un accumulo netto di lattosio (Figura 11.41). 
E. coli produce normalmente un gradiente protonico ed 
elettrico attraverso la sua membrana plasmatica, ossidan- 
do molecole combustibili e utilizzando l'energia liberata 
per pompare i protoni all’esterno (questo meccanismo sa- 
rà descritto in dettaglio nel Capitolo 19). Il doppio strato 
lipidico è impermeabile ai protoni, ma il trasportatore del 
lattosio costituisce un passaggio per il rientro dei protoni, 
e questo simporto internalizza contemporaneamente il 
lattosio. L’accumulo endoergonico di lattosio è quindi ac- 
coppiato al flusso esoergonico dei protoni, con una varia- 
zione di energia libera totale negativa. 

Il trasportatore del lattosio è un membro della super- 
famiglia dei trasportatori MFS (major facilitator superfa- 
mily), che comprende 28 famiglie. Quasi tutte le proteine 
di questa superfamiglia possiedono 12 domini transmem- 


Figura 11.42 Struttura del trasportatore del lattosio (lattosio 
permeasi) di E. coli. (a) La rappresentazione a nastro osservata 
parallelamente al piano della membrana mostra le 12 eliche 
transmembrana disposte in due regioni praticamente simmetriche 
indicate con diverse sfumature di viola. Nella forma delle proteine 
usata per la determinazione della struttura cristallina, lo zucchero 
substrato (in rosso) è legato vicino al centro della membrana dove è 
esposto al citoplasma (PDB ID 1PV7). (b) La seconda conformazione 
ipotizzata per il trasportatore (PDB ID 2CFQ), ovvero i cambiamenti di 
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(b) Inibizione dell’ossidazione 
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dal gradiente elettrochimico. (b) Quando le reazioni di ossidazione 
del metabolismo energetico sono bloccate dal cianuro (CN), il 
trasportatore del lattosio consente il raggiungimento dell'equilibrio 
del lattosio tra l'interno e l'esterno della cellula, comportandosi 
come un trasportatore passivo. Mutazioni a livello dei residui Glu 
o Arg*° hanno effetti simili a quelli del cianuro. La linea tratteggiata 
rappresenta la concentrazione di lattosio nel mezzo circostante 
(esterno). 
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brana (le poche eccezioni ne possiedono 14). Le protei- 
ne mostrano omologie di sequenza relativamente piccole, 
ma la somiglianza delle loro strutture secondarie e la lo- 
ro topologia suggeriscono una struttura terziaria comune. 
La determinazione cristallografica della struttura del tra- 
sportatore del lattosio di E. coli può dare un’idea di que- 
sta struttura generale (Figura 11.42a). La proteina ha 12 
eliche transmembrana e ripiegamenti di connessione che 
sporgono nel citoplasma o nello spazio periplasmico. Tut- 
te le sei eliche amminoterminali e le sei carbossiterminali 
formano domini molto simili che producono una struttura 
con una simmetria quasi doppia. Nella forma cristallina le 
proteine hanno una grande cavità acquosa esposta sul la- 
to citoplasmatico della membrana. Il sito di legame al sub- 
strato è in questa cavità, più o meno al centro della mem- 
brana. Il lato del trasportatore che si affaccia all’esterno 


struttura che si ipotizza abbiano luogo durante un ciclo di trasporto. 
Le due metà del trasportatore subiscono un grande, reversibile 
cambiamento conformazionale, in cui i due domini si piegano l'uno 
rispetto all'altro, esponendo il sito di legame del substrato prima verso 
il periplasma, dove il lattosio viene assunto, poi verso il citoplasma, 
dove il lattosio viene rilasciato. L'interconversione tra le due forme è 
guidata dai cambiamenti nell'accoppiamento delle catene laterali 
cariche (protonabili), così come quelle di Glu??? e Arg*° (in verde), che 
sono influenzati dal gradiente protonico transmembrana. 
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(la faccia periplasmica) è molto compatto, privo di canali 
abbastanza grandi da permettere al lattosio di entrare. Il 
meccanismo proposto per il passaggio transmembrana del 
substrato (Figura 11.42b) coinvolge un movimento oscil- 
lante tra i due domini, guidato dal legame del substrato e 
dal movimento protonico. Il dominio di legame del sub- 
strato viene così esposto alternativamente verso il citopla- 
sma e verso il periplasma. Questo modello, chiamato “ba- 
nana che dondola” (rocking banana), è simile a quello mo- 
strato nella Figura 11.32 per GLUTI. 

In che modo il movimento protonico nella cellula è ac- 
coppiato con l’assunzione del lattosio? Studi genetici sul 
trasportatore del lattosio hanno stabilito che dei 417 resi- 
dui nella proteina, solo 6 sono assolutamente essenziali 
per il cotrasporto di H* e lattosio; alcuni servono per il le- 
game del lattosio, altri per il trasporto dei protoni. Muta- 
zioni in uno dei due residui (Glu?°° e Arg*%; Figura 11.42) 
hanno come risultato una proteina sempre capace di ca- 
talizzare la diffusione facilitata del lattosio, ma incapace 
di accoppiare il flusso di H* con il trasporto contro gra- 
diente del lattosio. Un effetto simile si ha nelle cellule non 
mutate quando la loro capacità di generare un gradiente 
protonico viene bloccata dal CN: il trasportatore può ef- 
fettuare normalmente la diffusione facilitata, ma non è in 
grado di pompare il lattosio contro gradiente di concen- 
trazione (Figura 11.41). Il bilancio tra le due conforma- 
zioni del trasportatore del lattosio è influenzato dal cam- 
biamento nell’appaiamento di cariche tra le catene laterali 
della Glu®°5 e dell’Arg?®?, 

Nelle cellule epiteliali dell’intestino il glucosio e alcu- 
ni amminoacidi vengono accumulati all’interno delle cel- 
lule mediante un simporto con l’Na*, usando il gradiente 
di ioni Na* precedentemente creato dalla Na'K* ATPa- 
si della membrana plasmatica (Figura 11.43). La superfi- 
cie apicale delle cellule epiteliali dell'intestino è ricoperta 
da microvilli, lunghe e sottili proiezioni della membrana 
plasmatica che aumentano considerevolmente l’area su- 
perficiale esposta al contenuto dell’intestino. I simporti 
Na*-glucosio nella membrana apicale assumono glucosio 
dall’intestino, in un processo guidato dal flusso degli ioni 
sodio secondo gradiente: 


pa > + . 
2 Na esterno La glucosioestemo >2 Na interno "E glucosio;nterno 


L’energia necessaria per questo processo può derivare da 
due fonti: il gradiente di concentrazione degli ioni Na”, 
che sono più concentrati all’esterno che all’interno (il po- 
tenziale chimico), e il potenziale transmembrana (il poten- 
ziale elettrico), che è negativo all’interno e quindi tende 
ad attirare gli ioni positivi (Na*) all’interno. 


È Energetica del simporto 


Calcolate il valore massimo raggiungibile del rapporto 
[glucosio ];ntemo 


[glucosio] esterno 
dipendente dall’Na* delle cellule epiteliali, quando [Na*] 
interno è 12 mm, [Na*]esterno è 145 mm, il potenziale di mem- 


brana è —50 mV (negativo all’interno) e la temperatura 
è di 37 °C. 


da parte di un trasportatore del glucosio 
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Uniporto GLUT2 (consente 
il passaggio in favore di gradiente 
del glucosio nel sangue) 


Figura 11.43 Trasporto del glucosio nelle cellule epiteliali 
dell'intestino. Il glucosio viene trasportato insieme agli ioni Na* 
(simporto) nelle cellule epiteliali attraverso la loro membrana apicale. 
Il glucosio passa poi nel sangue, attraverso la membrana basale di 
queste cellule, dove è presente il trasportatore passivo del glucosio 
GLUT2. La Na*K* ATPasi continua a pompare l’Na* fuori dalla 

cellula per mantenere il gradiente di Na* che guida l'assunzione del 
glucosio. 


Soluzione Utilizzando l’Equazione 11.4 (pagina 422) è 
possibile calcolare l’energia associata al gradiente elettro- 
chimico di Na*, cioè il costo energetico per il trasporto di 
uno ione Na* contro gradiente: 


N esterno 
[Nales +ZFAY 


al interno 


AG, = RTIn 


Si sostituiscono i valori standard per R, T e #, nonché la 
concentrazione data per Na* (espressa come concentra- 
zione molare); +1 per Z (in quanto Na* ha carica positi- 
va) e 0,050 V per Ay. Si noti che il potenziale di membra- 
na è —50 mV (negativo all’interno), quindi la variazione 
di potenziale quando uno ione si muove dall’interno all’e- 
sterno è di 50 mV. 


1,45 X 107 
AG, = (8,315 J/mole - K) (310 K)In — 
Sui‘ J ) ( ) 12x10? 


+ 1(96500 J/V - mole) (0,050 V) 
= 11,2 kJ/mole 


Quando uno ione Na* rientra nella cellula, rilascia il poten- 
ziale elettrochimico creatosi quando è stato pompato all’e- 
sterno. Il AG per il rientro è pari a — 11,2 kJ/mole di Na*. 
Questa è l'energia potenziale per mole di Na* disponibile per 
pompare il glucosio. Poiché sono due gli ioni Na* che ven- 
gono trasportati secondo gradiente elettrochimico all’in- 
terno della cellula per ogni molecola di glucosio traspor- 
tata dal sistema simporto, l'energia disponibile per pom- 
pare 1 mole di glucosio è 2 X 11,2 kJ/mole = 22,4 kJ/mole. 
È possibile ora calcolare il valore del rapporto tra le con- 
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centrazioni di glucosio che deve essere raggiunto dalla 
pompa (dall’Equazione 11.3, pagina 422): 


[glucosio] interno 


[glucosio esterno 


AG, = RTIn 


Risolvendo, e sostituendo i valori di AG,, R e 7, si ottiene: 


In [glucosio]interno AG: 22,4 kJ/mole = 8.69 
[glucosio]esterno RT (8,315 J/mole - K) (310 K) i 
[glucosio];nterno _ 80 
[glucosio]esterno 

= 5,94 X 105 


Quindi il cotrasportatore può continuare a pompare glu- 
cosio all’interno della cellula, fino a che la concentrazione 
del glucosio all’interno della cellula epiteliale è 6000 vol- 
te più elevata di quella esterna (nell’intestino). (Questo è 
il massimo rapporto teorico, assumendo che avvenga un 
accoppiamento perfettamente efficiente tra il reingresso 
dell’Na* e l'assorbimento del glucosio). 


Il glucosio, man mano che viene pompato dall’intestino 
nelle cellule epiteliali a livello della superficie apicale, passa 
poi simultaneamente da queste cellule al sangue median- 
te un trasporto passivo attraverso un trasportatore del glu- 
cosio (GLUT?2), localizzato sulla superficie basale (Figura 
11.43). Il ruolo fondamentale degli ioni Na* negli antipor- 
ti e nei simporti, come quelli che abbiamo appena visto, ri- 
chiede che gli ioni Na* siano continuamente pompati fuo- 
ri dalla cellula per mantenere il gradiente transmembrana. 

Poiché i gradienti ionici hanno una funzione es- 

senziale nel trasporto attivo e nella conservazio- 

ne dell'energia, i prodotti naturali o i farmaci che 
alterano i gradienti ionici che si creano ai due lati delle 
membrane cellulari sono veri e propri veleni e possono es- 
sere usati come antibiotici. Una di queste sostanze è la va- 
linomicina, un piccolo peptide ciclico che neutralizza lo 
ione K* circondandolo con sei ossigeni carbonilici (Figura 
11.44). Il peptide idrofobico si comporta quindi come un 
sistema navetta che trasporta il K* attraverso la membra- 
na secondo il gradiente di concentrazione dello ione; il ri- 
sultato del trasporto è la scomparsa del gradiente. I com- 
posti in grado di “traghettare” ioni attraverso le membra- 
ne vengono detti ionofori (portatori di ioni). Sia la valino- 
micina sia la monensina (uno ionoforo per gli ioni Na*) 
sono antibiotici: uccidono le cellule batteriche interferen- 
do con i processi di trasporto secondario e con le reazioni 
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di conservazione dell’energia. La monensina viene larga- 
mente usata come fungicida e antiparassitario. 


e Leacquaporine formano canali transmembrana idrofilici 

per il passaggio dell’acqua 
Le acquaporine (AQP) sono 
una famiglia di proteine inte- 
grali di membrana scoperte 
da Peter Agre, che permetto- 
no il passaggio dell’acqua attra- 
verso le membrane plasmati- 
che. Le acquaporine sono sta- 
te trovate in tutti gli organismi 
e generalmente sono presenti 
molti geni che codificano pro- 
teine simili ma non identiche 
alle acquaporine. Si conosco- 
no undici diverse acquaporine 
nei mammiferi, ciascuna con una specifica localizzazione e 
uno specifico ruolo (Tabella 11.5). Gli eritrociti, la cui for- 
ma cambia rapidamente in risposta a brusche variazioni 
dell’osmolarità extracellulare, quando il sangue attraver- 
sa la midollare renale, hanno numerosissime acquaporine 
nella loro membrana plasmatica (2 X 10° AQPI per cellu- 
la). La secrezione di acqua da parte delle ghiandole esocri- 
ne che producono il sudore, la saliva e le lacrime è dovuta 
alla presenza di acquaporine. Sette differenti acquaporine 
hanno un ruolo nella produzione dell’urina e nella riten- 
zione idrica dei nefroni (le unità funzionali renali). Ciascu- 
na AQP renale ha una specifica localizzazione nel nefrone, e 
ognuna ha sue specifiche proprietà di regolazione. Per esem- 
pio, ’AQP2 delle cellule epiteliali dei dotti collettori renali è 
regolata dalla vasopressina (chiamata anche ormone anti- 
diuretico): quando i livelli di vasopressina sono elevati, nei 
reni viene riassorbita più acqua. Topi mutanti privi di AQP1 
presentano un aumento dell’escrezione urinaria (poliuria) 
e una minore capacità di concentrare le urine, dovuta a una 
ridotta permeabilità dei tubuli prossimali. Nell'uomo sono 
stati descritti difetti genetici delle AQP, responsabili di una 
vasta gamma di malattie, per esempio di una rara forma di 
diabete che si accompagna a poliuria (Box 11.1). 

Le molecole di acqua passano attraverso un canale AQP1 
alla velocità di 10° s°!. Come paragone, il numero di turn- 
over più elevato per un enzima è quello della catalasi, 
4 X 10° s_!, e molti enzimi hanno valori compresi tra 
1s e 104 s! (vedi la Tabella 6.7). La bassa energia di at- 
tivazione che si ha per il passaggio dell’acqua attraverso i 


Peter Agre 


Figura 11.44 La valinomicina, uno ionoforo peptidico che lega il K*. In questa immagine 

i contorni della superficie sono mostrati sotto forma di un involucro con colorazione gialla 
semitrasparente attraverso cui si può vedere il modello a bastoncini della struttura del peptide e lo 
ione K* al centro (in verde). Gli atomi di ossigeno (in rosso) che legano lo ione K* fanno parte di una 
cavità idrofilica centrale. Le catene laterali degli amminoacidi idrofobici (in giallo) sono disposte 
all'esterno della molecola. Poiché la parte esterna del complesso K*-valinomicina è idrofobica, può 
diffondere facilmente attraverso le membrane, trasportando gli ioni K* nella direzione del loro 
gradiente di concentrazione. Ne risulta una dissipazione del gradiente ionico transmembrana che 
uccide la cellula batterica; questo rende la valinomicina un potente antibiotico. 
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BM Tabella 11.5 Caratteristiche di permeabilità e localizzazione prevalente delle acquaporine di mammifero conosciute 


Distribuzione subcellulare* 


Eritrociti, reni, polmoni, endotelio 


Reni, pelle, polmoni, occhio, colon 
Cervello, muscolo, reni, polmone, stomaco, 


Ghiandole salivari, ghiandole lacrimali, 


Membrana plasmatica 
Membrana plasmatica 
Membrana plasmatica apicale, 
vescicole intracellulari 


Membrana plasmatica basolaterale 


Membrana plasmatica basolaterale 


Membrana plasmatica apicale 


ghiandole sudoripare, polmone, cornea 


Acquaporina Permeante (permeabilità) Distribuzione tissutale 
AQPO Acqua (bassa) Cristallino 
AQP1 Acqua (elevata) 
vascolare, cervello, occhio 
AQP2 Acqua (elevata) Reni, vasi deferenti 
AQP3 Acqua (elevata), glicerolo 
(elevata), urea (moderata) 
AQP4 Acqua (elevata) 
intestino tenue 
AQP5 Acqua (elevata) 
AQP6 Acqua (bassa), anioni Reni 
(NO; > CT) 
AQP7 Acqua (elevata), glicerolo Tessuto adiposo, reni, testicoli 
(elevata), urea (elevata) 
AQP8* Acqua (elevata) Testicoli, reni, fegato, pancreas, 
intestino tenue, colon 
AQP9 Acqua (bassa), glicerolo (elevata), 
urea (elevata), arsenito 
AQP10 Acqua (bassa), glicerolo Intestino tenue 


(elevata), urea (elevata) 


Fegato, leucociti, cervello, testicoli 


Vescicole intracellulari 

Membrana plasmatica 

Membrana plasmatica, 
vescicole intracellulari 


Membrana plasmatica 


Vescicole intracellulari 


Fonte: dati tratti da King, L.S., Kozono, D., e Agre, P. (2004) From structure to disease: the evolving tale of aquaporin biology. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 5, 688. 
*Le acquaporine presenti soprattutto nelle membrane apicali o basolaterali sono specificamente indicate come localizzate in uno di questi due tipi di membrana; quel- 
le presenti in ambedue i tipi di membrane sono indicate come proteine della membrana plasmatica. 


* L’AQP8 potrebbe anche essere permeabile all’urea. 


canali costituiti dalle acquaporine (AG* < 15 kJ/mole) sug- 
gerisce che le molecole di acqua si muovano all’interno del 
canale in un flusso continuo, seguendo la direzione detta- 
ta dal gradiente osmotico. (L’osmosi è trattata in dettaglio 
a pagina 58.) Le acquaporine non consentono il passaggio 
di protoni (ioni idronio, H30*), che potrebbero annullare i 
potenziali elettrochimici transmembrana. Qual è la base di 
questa straordinaria selettività? 

La risposta è nella struttura dell’AQPI1, che è stata de- 
terminata con l’analisi della diffrazione dei raggi X (Figu- 
ra 11.45a). L’AQPI1 possiede quattro monomeri (ognuno 
con M, 28 000) associati in un tetramero. Ogni monome- 
ro forma un poro transmembrana con un diametro suffi- 
ciente a permettere il passaggio delle molecole di acqua 
in una fila singola. Ogni monomero è costituito da sei seg- 
menti di elica transmembrana e da due corte eliche conte- 
nenti ciascuna la sequenza Asn-Pro-Ala (NPA). Le sei eli- 
che transmembrana formano il poro che attraversa il mo- 
nomero, e le due corte anse che contengono le sequenze 
NPA si estendono verso la parte centrale del doppio strato 
da lati opposti. Le regioni NPA si sovrappongono nella par- 
te centrale della membrana per formare parte del filtro di 
specificità, la struttura che permette il passaggio soltanto 
dell’acqua (Figura 11.45b). 

Il canale dell’acqua si restringe fino a un diametro di 
2,8 À vicino al centro della membrana, riducendo consi- 
derevolmente la grandezza delle molecole in grado di at- 
traversarlo. La carica positiva del residuo di arginina alta- 
mente conservato a livello di questo collo di bottiglia im- 
pedisce il passaggio di cationi, come lo ione idronio H30*. 
I residui che delimitano il canale di ciascun monomero di 
AQPI1 sono generalmente non polari, ma gli ossigeni car- 


bonilici dello scheletro peptidico, proiettandosi nella parte 
più ristretta del canale, possono formare legami idrogeno 
con le singole molecole d’acqua, man mano che esse flui- 
scono nel canale. Anche due residui di asparagina (Asn” 
e Asn !) delle anse NPA formano legami idrogeno con 
l’acqua. La struttura del canale non consente la formazio- 
ne di catene di molecole di acqua sufficientemente vicine 
da permettere il salto di protoni (vedi la Figura 2.14), che 
consentirebbe un trasporto efficiente di protoni attraver- 
so la membrana. Due residui essenziali di Arg e His e i di- 
poli elettrici formati dalle corte eliche delle anse NPA for- 
niscono cariche positive in posizioni strategiche, che re- 
spingono i protoni e impediscono la formazione di legami 
idrogeno tra molecole di acqua adiacenti. 

Un’acquaporina che è stata isolata dagli spinaci è risul- 
tata strettamente controllata, cioè si apre quando due resi- 
dui essenziali di serina situati in prossimità della porzione 
intracellulare del canale sono fosforilati, e si chiude quan- 
do sono defosforilati. Le due strutture della forma chiusa 
e aperta sono state determinate mediante cristallografia. 
La fosforilazione favorisce una conformazione che spinge 
due residui vicini di Leu e un residuo di His verso il canale, 
bloccando il passaggio dell’acqua oltre la strettoia e chiu- 
dendo il canale. Altre acquaporine sono regolate in mo- 
di diversi, che permettono sempre rapide variazioni della 
permeabilità della membrana all’acqua. 

Pur se dotate di elevata specificità per l’acqua, alcune 
AQP permettono anche il passaggio del glicerolo e dell’u- 
rea a velocità elevate (Tabella 11.5). Si pensa che queste 
acquaporine siano importanti per il metabolismo del gli- 
cerolo. PAQP7, per esempio, che si trova nella membrana 
plasmatica degli adipociti (cellule adipose), trasporta ef- 
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Figura 11.45 Acquaporina.La proteina è un tetramero, formato 

da subunità identiche, ognuna con un poro transmembrana. (a) Un 
monomero dell'acquaporina di spinacio SoPIP2;1 (tratto da PDB ID 
2B5F), visto nel piano della membrana. Le eliche formano un poro 
centrale, mentre due corti segmenti (in verde) contengono la sequenza 
Asn-Pro-Ala (NPA), trovata in tutte le acquaporine, che forma parte 

del canale per l'acqua. (b) Questa rappresentazione schematica della 
acquaporina 1 bovina (tratta da PDB ID 1J4N) mostra che il poro (in 
marrone; pieno di molecole d'acqua, in rosso e in bianco) si restringe 


ficientemente il glicerolo. Topi con AQP7 difettosa diven- 
tano obesi e sviluppano il diabete non insulino-dipenden- 
te, probabilmente perché non sono in grado di trasportare 
il glicerolo all’interno o all’esterno degli adipociti, quan- 
do i triacilgliceroli sono convertiti in acidi grassi liberi e 
glicerolo oppure quando il glicerolo viene acilato a tria- 
cilgliceroli. 


e Icanaliioniciselettivi permettono il movimento veloce 
degli ioni attraverso lamembrana 

Scoperti per la prima volta nei neuroni ma presenti nel- 
le membrane plasmatiche di tutte le cellule, come anche 
nelle membrane intracellulari degli eucarioti, i canali io- 
nici selettivi rappresentano un’altra via per il passaggio de- 
gli ioni attraverso la membrana. I canali ionici determinano 
una permeabilità della membrana plasmatica a ioni speci- 
fici e, insieme alle pompe ioniche, come la Na*K* ATPa- 
si, regolano la concentrazione citosolica degli ioni e il po- 
tenziale di membrana. Nei neuroni, variazioni molto rapi- 
de dell’attività dei canali ionici causano modificazioni del 
potenziale di membrana (i potenziali d’azione) che porta- 
no segnali da un'estremità all'altra di un neurone. Nei mio- 
citi, la rapida apertura di un canale per il Ca°* nel reticolo 


\ Riorientamento 
del dipolo 
d’acqua 


CAPITOLO 11 


Membrane biologiche e trasporto 433 


Repulsione 
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a livello della His'° fino a un diametro di 2,8 À (circa le dimensioni 
di una molecola d'acqua), impedendo così il passaggio di molecole 
più grandi. La carica positiva dell'Arg'°° 
l'H30*, impedendone il passaggio attraverso il poro. Le due corte eliche 
colorate in verde sono orientate con i dipoli positivi che puntano verso 
il poro, in modo da forzare una molecola d'acqua a riorientarsi, mentre 
passa, causando la rottura dei legami idrogeno tra le molecole d'acqua 
e impedendo il passaggio dei protoni attraverso il meccanismo del 
“salto” dei protoni. 


respinge i cationi, compreso 


sarcoplasmatico causa il rilascio di ioni calcio necessari per 
la contrazione muscolare. Analizzeremo la funzione dei se- 
gnali dei canali ionici nel Capitolo 12. Vediamo ora le basi 
strutturali del funzionamento dei canali ionici, usando co- 
me esempio un canale voltaggio-dipendente per il K* bat- 
terico, un canale per l’Na* dei neuroni e il canale ionico del 
recettore dell’acetilcolina. 

I canali ionici si distinguono dai trasportatori di ioni 
per almeno tre diverse caratteristiche. Primo, la velocità 
del flusso attraverso il canale può essere di alcuni ordini di 
grandezza superiore al numero di turnover di un traspor- 
tatore: da 10” a 10* ioni per secondo, molto vicino alla velo- 
cità massima teorica della diffusione non limitata. Al con- 
trario, la velocità di turnover della Na*K* ATPasi è di cir- 
ca 100 s?. Secondo, i canali ionici non sono saturabili; la 
loro velocità non tende mai a raggiungere un valore mas- 
simo anche a concentrazioni elevate di substrato. Terzo, 
essi sono controllati, cioè aperti o chiusi in risposta a qual- 
che evento cellulare. 

Nei canali ionici controllati da ligandi (che sono in 
genere proteine oligomeriche) il legame di piccole mole- 
cole intracellulari o extracellulari genera una transizio- 
ne molecolare allosterica nella proteina che apre o chiu- 
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de il canale. Nei canali ionici controllati dal voltaggio, 
un dominio proteico carico si sposta in risposta a una va- 
riazione del potenziale transmembrana, causando l’aper- 
tura o la chiusura del canale. Entrambi i tipi di chiusura 
possono essere molto rapidi. Un canale si apre di solito 
in una frazione di millisecondo e può restare aperto solo 
per pochi millisecondi, rendendo questi macchinari bio- 
logici particolarmente idonei alla trasduzione di segnali 
nel sistema nervoso, che per essere efficiente deve esse- 
re molto rapida. 


e La funzione dei canali ionici può essere misurata 
elettricamente 

Un singolo canale ionico resta aperto in media solo per po- 
chi millisecondi, e questo è un tempo troppo breve per la 
maggior parte delle determinazioni biochimiche. I flus- 
si ionici devono essere misurati elettricamente, sia come 
V. (nell’ordine dei millivolt), sia come corrente elettrica I 
(nell'ordine di microampere o di picoampere), utilizzando 
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microelettrodi e opportuni amplificatori. Con la tecnica del 
“patch-clamp” (o prelievo di un frammento), sviluppata 
da Erwin Neher e Bert Sakmann nel 1976, si possono misu- 
rare correnti molto piccole attraverso una ristretta regione 
di membrana contenente una o poche molecole di un cana- 
le ionico (Figura 11.46). I ricercatori possono misurare l’en- 
tità e la durata della corrente che passa durante l'apertura 
di un canale ionico e determinare quanto spesso un cana- 
le si apre e in che modo questa frequenza è influenzata dal 
potenziale di membrana, da ligandi regolatori, tossine e al- 
tri agenti. Studi eseguiti con la tecnica di patch-clamp han- 
no stabilito che attraverso un singolo canale ionico possono 
passare anche più di 10 ioni in un millisecondo. Il flusso 
di ioni rappresenta una grande amplificazione del segna- 
le iniziale; per esempio, sono necessarie solo due molecole 
di acetilcolina per aprire un canale per l’acetilcolina (come 
descritto di seguito). 


e Lastruttura del canale per il K* spiega le basi molecolari 
della sua specificità 
La struttura del canale per il 
potassio del batterio Strepto- 
myces lividans, determina- 
ta mediante cristallografia ai 
raggi X da Roderick MacKin- 
non nel 1998, fornisce molte 
informazioni sui meccanismi 
d’azione dei canali ionici. Que- 
sto canale batterico ha una se- 
quenza correlata a quella de- 
gli altri canali per il K* noti, e 


Roderick MacKinnon 


Figura 11.46 Misure elettriche della funzione 

dei canali ionici. L'“attività” di un canale ionico viene 
determinata misurando il flusso di ioni attraverso il 
canale, usando la tecnica del patch-clamp. Una pipetta 
con la punta molto sottile viene pressata sulla superficie 
di una cellula e, applicando una pressione negativa nella 
pipetta, si sigilla la sua punta con la membrana della 
cellula. Quando la pipetta viene tolta dalla superficie 
della cellula, essa porta via anche il frammento di 
membrana sulla sua punta, che contiene uno o pochi 
canali ionici. Quando la pipetta e il frammento di 
membrana sono posti in una soluzione acquosa, 
l'attività del canale può essere misurata come corrente 
elettrica che fluisce tra il contenuto della pipetta e 

la soluzione acquosa. In pratica, viene generato un 
circuito, a cui corrisponde un certo valore di potenziale 
transmembrana, e che misura la corrente necessaria 
per mantenere questo voltaggio. Con i rivelatori di 
corrente più sensibili si possono misurare i flussi di ioni 
attraverso un singolo canale, che determinano correnti 
dell'ordine di picoampere. La traccia sul rivelatore 
mostra la variazione della corrente in funzione del 
tempo (in millisecondi) attraverso un singolo canale 

del recettore dell'acetilcolina, e consente di stabilire 

la rapidità di apertura e di chiusura del canale, la sua 
frequenza di apertura e per quanto tempo resta aperto. 
Impostando la V, a valori diversi si può determinare 
l'effetto del potenziale di membrana su questi parametri 
di funzionalità del canale. 
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quindi può servire come prototipo per lo studio di queste 
strutture, compreso il canale per il potassio dei neuroni 
controllato dal voltaggio. Tra imembri di questa famiglia 
proteica le somiglianze nella sequenza sono maggiori nel- 
la “regione del poro”, che contiene il filtro di selettività io- 
nica che consente al K* (di raggio pari a 1,33 À) di passa- 
re 104 volte più facilmente dell’Na* (raggio 0,95 À), a una 
velocità (circa 10° ioni al secondo) che si avvicina al limite 
massimo teorico della diffusione libera. 

Il canale per il K* è costituito da quattro subunità iden- 
tiche che attraversano la membrana e danno origine a un 
poro a forma di cono circondato da una struttura protei- 
ca anch'essa a forma di cono, con la base posta sulla faccia 
extracellulare della membrana (Figura 11.47a). Ogni su- 
bunità ha due a eliche transmembrana e una terza elica, 
più corta delle altre, che contribuisce a formare la regione 
del poro. La superficie esterna del cono è costituita da una 
delle eliche transmembrana di ogni subunità. interno del 
cono, formato dalle altre quattro eliche transmembrana, 
circonda il canale ionico e costituisce il filtro che seleziona 
gli ioni in grado di attraversarlo. Visto perpendicolarmente 
al piano della membrana, il canale centrale sembra essere 
grande a sufficienza per accogliere solo uno ione metalli 
co non idratato come quello del potassio (Figura 11.47b). 

Dalla struttura del canale si possono comprendere la 
sua specificità ionica e l'alta velocità del passaggio di io- 
ni al suo interno (Figura 11.47c). Sulla superficie interna 
ed esterna della membrana plasmatica i punti di ingres- 
so al canale contengono alcune catene laterali di residui 
carichi negativamente; queste probabilmente servono ad 
aumentare la concentrazione locale di cationi come K* e 
Na”. La via che gli ioni percorrono attraverso la membra- 
na inizia (sulla superficie interna) come un canale largo e 
pieno di acqua, nel cui interno lo ione trattiene le sue mo- 
lecole di acqua di idratazione. Le corte catene ad a elica 
presenti nella regione del poro stabilizzano ulteriormen- 


Esterno 


Interno 


(a) (b) 


Figura 11.47 Struttura del canale per il K* di Streptomyces 
lividans. (PDB ID 1BL8) (a) Visto lungo il piano della membrana il 
canale appare costituito da otto eliche transmembrana (due per 
ciascuna delle quattro subunità identiche), che formano un cono 
con la base sulla faccia esterna della membrana rivolta verso lo 
spazio extracellulare. Le eliche all'interno del cono (in colori più 
tenui) rivestono il canale transmembrana, mentre le eliche esterne 
interagiscono con il doppio strato lipidico. | segmenti più corti di 
ciascuna subunità convergono verso l'apertura del canale e formano 
il filtro di selettività. (b) Viste perpendicolarmente al piano della 
membrana, le quattro subunità appaiono disposte intorno a un 
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te la struttura, in quanto il loro residuo carbossiterminale 
e la carica negativa associata a questo gruppo sono rivolti 
nella direzione dello ione K* nel canale. A circa due terzi 
del percorso, nella regione del filtro di selettività, il canale 
si restringe, forzando lo ione a lasciare le sue molecole di 
acqua d’idratazione. Nella regione del filtro di selettività 
gli atomi di ossigeno carbonilici dello scheletro covalente 
delle proteine vanno a sostituire le molecole di acqua d’i- 
dratazione, formando una serie di strutture di coordina- 
zione attraverso cui si muove lo ione K*. Questa interazio- 
ne favorevole con il filtro non è possibile per lo ione Na*, 
che ha dimensioni troppo piccole per creare i contatti con 
gli atomi di ossigeno carbonilici. La stabilizzazione prefe- 
renziale del K* è quindi alla base della selettività del fil- 
tro, e mutazioni che vanno a modificare i residui in questa 
regione della proteina di solito eliminano questa caratte- 
ristica fondamentale. I siti di legame del K* della regione 
del filtro sono sufficientemente flessibili da collassare per 


Lo scheletro costituito dagli atomi 
di ossigeno carbonilici forma 

una “gabbia” che accoglie 

in modo preciso gli ioni K*, 
rimpiazzando le molecole 

d’acqua di idratazione 


I siti per il K* (blu o verdi) 
vengono occupati 
alternativamente 
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canale centrale sufficientemente largo da consentire il passaggio di 
un solo ione K*. (c) Sezione trasversale di un canale K*, che mostra 
le caratteristiche conformazioni importanti per la sua funzione. Gli 
atomi di ossigeno carbonilico (in rosso) dello scheletro covalente 
delle catene polipeptidiche nel filtro di selettività sporgono 
all'interno del canale; esse interagiscono e stabilizzano lo ione K* 
durante il suo passaggio attraverso il canale. Questi atomi sono 
posizionati perfettamente in modo da interagire con ciascuno 

dei quattro ioni K*, ma non con gli ioni Na*, che sono più piccoli. 
Questa interazione preferenziale per gli ioni K* è alla base della 
selettività del canale. 
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adattarsi a uno ione Na* che entra. Il conseguente cambio 
conformazionale chiude il canale. 

Ci sono quattro potenziali siti di legame per il K* lun- 
go il filtro di selettività, ognuno composto da una “gabbia” 
di atomi di ossigeno che lega gli ioni K* (Figura 11.470). 
Nella struttura cristallografica sono visibili due ioni K*, 
uno a ogni estremità del filtro di selettività, a una distan- 
za di circa 75 À l’uno dall’altro, mentre due molecole di 
acqua occupano le posizioni vuote. Gli ioni K* passano at- 
traverso il filtro in una singola fila; la repulsione elettro- 
statica è probabilmente bilanciata dalle interazioni con 
le pareti della regione del filtro di selettività, con cui han- 
no contatti mentre attraversano velocemente il canale. Il 
movimento dei due ioni K* è concertato: prima occupa- 
no le posizioni 1 e 3, poi saltano alle posizioni 2 e 4. La 
differenza energetica tra queste due configurazioni (1,3 
e 2,4) è molto piccola; da un punto di vista energetico, la 
selettività del poro non ha un andamento a picchi e val- 
li, ma i suoi livelli sono pressoché costanti e ideali per il 
rapido movimento ionico attraverso il canale. La struttu- 
ra del canale sembra essersi ottimizzata durante l’evolu- 
zione per sviluppare la massima velocità di flusso e un’e- 
levata specificità. 

I canali per il K* voltaggio-dipendenti hanno una strut- 
tura più complessa di quella illustrata nella Figura 11.47 ma 
sono pur sempre una variazione sul tema. Per esempio, i ca- 
nali per il potassio voltaggio-dipendenti della famiglia Sha- 
ker hanno un canale ionico come quello del canale dei bat- 
teri mostrato nella Figura 11.47 ma hanno anche altri domi- 
ni proteici, sensibili al potenziale di membrana, che si spo- 
stano in risposta alla variazione di potenziale, e così facen- 
do aprono o chiudono il canale del K* (Figura 11.48). Peli- 
ca transmembrana essenziale del dominio voltaggio-sensi- 
bile dei canali del potassio Shaker contiene quattro residui 
di Arg; le cariche positive di questi residui spostano l’elica 
rispetto alla membrana in risposta ai cambiamenti del cam- 
po elettrico transmembrana (il potenziale di membrana). 

Le cellule possiedono anche canali specifici per ’Na* 
o il Ca°*, che però escludono il K*. In ogni caso, la capa- 
cità di discriminare i cationi dipende sia dalle dimensioni 
della cavità a livello del sito di legame, che devono esse- 
re giuste (né troppo ampie, né troppo ristrette) per acco- 
gliere lo ione, sia dalla precisa posizione nella cavità degli 
ossigeni carbonilici, che sostituiscono la nuvola di idra- 
tazione dello ione. Questo esatto posizionamento si può 
trovare anche in molecole più piccole delle proteine; per 
esempio, la valinomicina (Figura 11.44) ha le giuste di- 
mensioni per legare uno specifico ione piuttosto che un 
altro. I chimici hanno costruito piccole molecole che le- 
gano specificamente lo ione Li* (raggio 0,60 À), o lo io- 
ne Na* (raggio 0,95 À), o lo ione K* (raggio 1,33 À), o lo 
ione Rb* (raggio 1,48 A). Però la versione biologica, cioè 
le proteine canale, non solo lega specificamente, ma tra- 
sporta anche lo ione legato attraverso la membrana con 
un meccanismo controllato dal voltaggio. 


e lcanaliionici controllati dal voltaggio sono essenziali 

per le funzioni neuronali 
Praticamente tutta la segnalazione tra i neuroni e i loro 
tessuti bersaglio (per esempio il muscolo) è mediata dalla 
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rapida apertura e chiusura dei canali ionici della membra- 
na plasmatica. Per esempio, i canali dell’Na* delle mem- 
brane plasmatiche neuronali sono sensibili al gradiente 
elettrico transmembrana, e rispondono alle sue variazioni 
aprendosi o chiudendosi. Questi canali dipendenti dal vol- 
taggio hanno la caratteristica di essere molto selettivi per 
P’Na* rispetto agli altri ioni mono- o bivalenti (di un fattore 
100 o anche più), e hanno velocità di flusso molto elevate 
(> 10” ioni/s). I canali dell’Na* restano chiusi allo stato di 
riposo e si aprono (vengono attivati) quando il potenziale 
di membrana si riduce; dopo di che si inattivano rapida- 
mente. Un canale si apre e rimane attivo per alcuni milli- 
secondi, ma poi si chiude e rimane inattivo per molti milli- 
secondi. I’attivazione, seguita dall’inattivazione dei canali 
per l’Na*, è alla base del processo della segnalazione neu- 
ronale (vedi la Figura 12.26). 

Un altro canale ionico ben caratterizzato è il recettore 
nicotinico dell’acetilcolina, che svolge un ruolo primario 
nel passaggio dei segnali elettrici dai neuroni motori alle fi- 
bre muscolari, attraverso le giunzioni neuromuscolari (che 
segnalano al muscolo che deve contrarsi). 

Lacetilcolina rilasciata da un neurone motorio percor- 
re uno spazio di pochi micrometri fino a raggiungere la 
membrana plasmatica di un miocita, dove si lega al suo 
recettore. Questo legame determina una modificazione 
conformazionale nel recettore, che causa l’apertura del 
canale ionico intrinseco al recettore stesso. Il movimento 
risultante di cariche positive verso l'interno della cellula 
depolarizza la membrana plasmatica innescando la con- 
trazione. Il recettore dell’acetilcolina consente il passag- 
gio agli ioni Na*, Ca°* e K* con la stessa facilità; invece 
altri cationi o anioni non sono in grado di attraversare il 
canale. Il movimento dello ione Na* attraverso il canale 
del recettore dell’acetilcolina non è saturabile (la sua ve- 
locità è proporzionale alla concentrazione extracellula- 
re degli ioni Na*) ed è molto veloce, circa 2 X 107 ioni/s 
in condizioni fisiologiche. 


O 
A CH 
CH3— C, CH 
O— CH, — CHy ù) CH, 
Acetilcolina 


Questo recettore è il prototipo di molti altri canali ioni- 
ci che producono o rispondono a segnali elettrici: ha un 
“cancello” che si apre in risposta alla stimolazione da par- 
te di una molecola segnale (in questo caso acetilcolina) e 
un meccanismo a tempo intrinseco che chiude di nuovo il 
cancello in un tempo brevissimo. Quindi il segnale dell’a- 
cetilcolina è transitorio; questa è una caratteristica essen- 
ziale per la conduzione di un segnale elettrico. 
Basandosi sulle somiglianze tra le sequenze ammi- 
noacidiche di altri canali ionici controllati da ligandi e 
quella del recettore dell’acetilcolina, i recettori canale 
che rispondono ai segnali extracellulari dell'acido y-am- 
minobutirrico (GABA), della glicina e della serotonina 
sono classificati come membri della superfamiglia del 
recettore nicotinico dell’acetilcolina. Con molta proba- 
bilità tutti questi recettori hanno strutture tridimensio- 
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Sensore del voltaggio 
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Figura 11.48 Struttura del canale del K* controllato dal 
voltaggio. (PDB ID 2A79) Questa struttura cristallina del complesso 
delle subunità del Kv1.2-2 del cervello di ratto mostra il canale 

del K* (corrispondente a quello della Figura 11.47), comprensivo 
della struttura necessaria a rendere il canale sensibile al potenziale 

di membrana: quattro estensioni delle eliche transmembrana di 
ciascuna subunità, e quattro subunità f3. L'intero complesso, visto 

(a) nel piano della membrana e (b) perpendicolare al piano della 
membrana (visto dall'esterno della membrana), è rappresentato come 
nella Figura 11.47, con ciascuna subunità in colore diverso; ciascuna 
delle quattro subunità è colorata come quella a cui si associa. In (b) 
ciascuna elica trasversale di una subunità (in rosso) è numerata da S1 
a S6. Le subunità S5 e 56 di ognuna delle quattro subunità formano il 
canale, e sono comparabili alle due eliche transmembrana di ciascuna 
subunità della Figura 11.47. Le S1-S4 sono eliche transmembrana. 


nali e meccanismi d’azione simili tra loro. I recettori del 
GABA, e della glicina sono canali anionici specifici per 
il CI o per l’HCO;, mentre il recettore della serotoni- 
na, come quello dell’acetilcolina, è un canale cationico. 
Un'altra classe di canali ionici controllati da ligan- 
di risponde invece a ligandi intracellulari: la guanosina 
3',5'-monofosfato ciclico (CGMP) nell’occhio dei verte- 
brati, il C(GMP e il CAMP nei neuroni dell’olfatto, e ’ATP 
e l’inositolo 1,4,5-trisfosfato (IP3) in molti tipi di cellule. 
Questi canali sono composti da molte subunità, ognuna 
delle quali ha sei domini elicoidali transmembrana. Nel 
Capitolo 12 incontreremo questi tipi di canali nel conte- 
sto delle loro funzioni nelle vie di trasduzione del segnale. 


Vista dalla faccia interna 
Chiuso 


L'elica S4 contiene i residui di Arg altamente conservati, e si pensa che 
sia la regione che si sposta maggiormente durante il meccanismo di 
risposta al voltaggio. (c) Una rappresentazione schematica del canale 
voltaggio-sensibile, che mostra la struttura del poro (al centro) e le 
strutture annesse, le quali rendono il canale sensibile al voltaggio; 

SA, l'elica che contiene i residui di Arg, è in arancione. Per chiarezza le 
subunità p non sono mostrate. Normalmente il potenziale elettrico 
transmembrana (negativo all'interno) spinge la carica positiva dei 
residui di Arg della S4 verso il lato citosolico. Quando la membrana si 
depolarizza la spinta diminuisce, e quando il potenziale di membrana 
si inverte S4 è portata verso lo spazio extracellulare. (d) Il movimento 
di S4 è fisicamente accoppiato all'apertura e chiusura del canale del 
K*, qui mostrato nella sua conformazione aperta e chiusa. Anche se 
K* è presente nella forma chiusa, il poro è chiuso verso il basso, dalla 
parte del citosol, e impedisce il passaggio dello ione. 


La Tabella 11.6 mostra alcuni trasportatori che non sono 
stati analizzati in questo capitolo, ma che ritroveremo in se- 
guito nel contesto delle vie in cui essi agiscono. 


e  Canaliionici difettosi possono avere conseguenze 
fisiologiche dannose 

Limportanza dei canali ionici nei processi fisio- 
F logici appare chiara se si valutano gli effetti delle 
mutazioni nelle proteine di specifici canali ionici 
(Tabella 11.7 Box 11.2). I difetti genetici nel canale ionico 
per ’Na* controllato dal voltaggio presente nella membra- 
na plasmatica dei miociti causano una malattia in cui i mu- 
scoli sono periodicamente paralizzati (come nella paralisi 
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M Tabella 11.6 Sistemi di trasporto descritti in altri capitoli di questo testo 


Sistema di trasporto e localizzazione 


Antiporto adenina nucleotide della membrana mitocondriale 
interna 


Recettore/canale dell’acetilcolina 


Trasportatore dell’acil-carnitina/carnitina della membrana 
mitocondriale interna 


Simporto P;-H* della membrana mitocondriale interna 


Trasportatore del malato-a-chetoglutarato della membrana 
mitocondriale interna 


Trasportatore del glutammato-aspartato della membrana 
mitocondriale interna 


Trasportatore del citrato della membrana mitocondriale interna 


Trasportatore del piruvato della membrana mitocondriale 
interna 


Trasportatore degli acidi grassi della membrana plasmatica del 
miocita 


Trasportatori di protoni, complessi I, III e IV della membrana 
mitocondriale interna 


Termogenina (proteina disaccoppiante 1), un poro protonico 
della membrana mitocondriale interna 


Complesso del citocromo bf, un trasportatore protonico del 
tilacoide del cloroplasto 


Batteriorodopsina, una pompa protonica guidata dalla luce 


ATPasi F,Fj/ATP sintasi della membrana mitocondriale interna, 
del tilacoide del cloroplasto e della membrana plasmatica 
batterica 


Antiporto P;-trioso fosfato della membrana interna del 
cloroplasto 


Trasportatore proteico batterico 


Proteina traslocasi dell’ER 


Proteina traslocasi del poro nucleare 


Recettore dell’LDL della membrana plasmatica delle cellule 
animali 


Trasportatore del glucosio della membrana plasmatica delle 
cellule animali, regolato dall’insulina 


Canale Ca°* IP3-dipendente dell’ER 


Canale Ca?* cGMP-dipendente delle cellule della retina a cono 
e a bastoncello 


Canale Na* del neurone controllato dal voltaggio 


Figura Ruolo 

19.30 Importa il substrato ADP per la fosforilazione ossidativa ed 
esporta l’ATP prodotto 

12.28 Segnala la contrazione muscolare 

17.6 Importa acidi grassi nella matrice per la B ossidazione 

19.30 Fornisce P; per la fosforilazione ossidativa 

19.31 Trasporta equivalenti riducenti (ad esempio il malato) dalla 
matrice al citosol 

19.31 Completa il trasporto iniziato dalla navetta del 
malato-a-chetoglutarato 

21.10 Fornisce il citrato citosolico come fonte di acetil-CoA per la 
sintesi dei lipidi 

21.10 Fa parte del meccanismo per il trasporto del citrato dalla matrice 
al citosol 

17.3 Importa acidi grassi per il nutrimento 

19.16 Agisce come meccanismo di conservazione dell’energia nella 
fosforilazione ossidativa, convertendo il flusso elettronico in 
gradiente protonico 

19.36, Permette la dissipazione del gradiente protonico nei mitocondri 

23.34 per la termogenesi e/o per l'eccesso di nutrimento 

19.61 Agisce come pompa protonica, guidata dal flusso di elettroni 
attraverso lo schema Z; fonte di gradiente protonico per la 
sintesi fotosintetica di ATP 

19.69 È una fonte di gradiente protonico guidata dalla luce perla 
sintesi di ATP nei batteri alofili 

19.25, Interconverte l'energia del gradiente protonico e dell'ATP 

19.62a, durante la fosforilazione ossidativa e la fotofosforilazione 

19.66 

20.15, Esporta i prodotti fotosintetici generati dallo stroma; importa P; 

20.16 per la sintesi di ATP 

2744 Esporta proteine secrete attraverso la membrana plasmatica 

27.38 Trasporta nell’ER proteine destinate alla membrana plasmatica, 
alla secrezione o agli organelli 

27.42 Trasporta proteine tra nucleo e citoplasma 

21.41 Importa, tramite endocitosi mediata dal recettore, particelle 
che trasportano lipidi 

12.16 Aumenta la capacità del muscolo e del tessuto adiposo di 
assumere l’eccesso di glucosio dal sangue 

12.10 Permette la trasmissione del segnale attraverso i cambiamenti 
della [Ca?*] nel citosol 

12.37 Permette la segnalazione mediante la rodopsina associata a 
cAMP fosfodiesterasi nell’occhio dei vertebrati 

12.26 Genera potenziali d'azione nella trasmissione dei segnali neuronali 


iperpotassiemica periodica) o rigidi (come nella paramio- 
tonia congenita). Come abbiamo visto in precedenza, la fi- 
brosi cistica è dovuta a una mutazione che sostituisce un 
amminoacido nella proteina CFTR, un canale ionico per 
CI ; il processo difettoso non è la neurotrasmissione, ma 
la secrezione da parte di vari tipi di cellule di ghiandole 
esocrine, le cui attività sono legate a flussi di ioni CI. 
Alcune tossine naturali agiscono sui canali ionici e i 
loro effetti devastanti dimostrano l’importanza delle fun- 
zioni normali dei canali ionici. La tetrodotossina (prodot- 
ta dal pesce palla, Sphaeroides rubripes) e la sassitossina 
(prodotta dal dinoflagellato marino Gonyaulax, che deter- 
mina il fenomeno occasionale detto “marea rossa”) sono 


veleni che agiscono legandosi ai canali per ’Na* control- 
lati dal voltaggio dei neuroni e impedendo la produzione 
dei normali potenziali d’azione. Il pesce palla è uno degli 
ingredienti di un raffinato cibo giapponese, il fugu, che 
può essere preparato soltanto da cuochi particolarmente 
esperti nel separare i pezzettini prelibati da quelli velenosi. 

Mangiare frutti di mare che si siano alimentati con Go- 
nyaulax può essere fatale; i crostacei non sono sensibili al- 
la sassitossina, anzi la concentrano nei loro muscoli, che 
diventano estremamente velenosi per gli organismi che si 
trovano sopra di loro nella catena alimentare. 

Il veleno del serpente mamba nero contiene dendro- 
tossina, che interferisce con i canali per il K* controlla- 
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M Tabella 11.7 Alcune malattie causate da difetti nei canali ionici 


Canale ionico Gene difettoso Malattia 


Na* (controllato dal voltaggio, muscolo scheletrico) SCN4A 


Na* (controllato dal voltaggio, neuronale) SCNIA 
Na* (controllato dal voltaggio, muscolo cardiaco) SCN5A 
Ca?* (neuronale) CACNA1A 
Ca?* (controllato dal voltaggio, retina) CACNA1F 
Ca?* (policistina-1) PKD1 

K* (neuronale) KCNQ4 
K* (controllato dal voltaggio, neuronale) KCNQ2 
Catione non specifico (CGMP-dipendente e retina) CNCGI 
Recettore dell’acetilcolina (muscolo scheletrico) CHRNA1 
CI CFTR 


ti dal voltaggio. La tubocurarina, il componente attivo 
del curaro (usato in Amazzonia per avvelenare le frec- 
ce), e altre due tossine di veleno di serpente, la cobro- 
tossina e la bungarotossina, bloccano il recettore dell’a- 
cetilcolina e impediscono l’apertura del suo canale io- 
nico. Tutte queste tossine bloccano i segnali che van- 
no dal sistema nervoso ai muscoli, causando la paralisi 
dell’organismo e anche la morte. Il lato positivo è che 
l’elevatissima affinità della bungarotossina per il recet- 
tore dell’acetilcolina (Ki = 107! m) l'ha resa molto uti- 
le nella sperimentazione: la tossina radiomarcata viene 
utilizzata per quantificare il recettore dell’acetilcolina 
durante la sua purificazione. O 


SOMMARIO 11.3 
Trasporto di soluti attraverso le membrane 

* Il trasporto di composti polari e di ioni attraverso le 
membrane biologiche richiede l'intervento di proteine 
specifiche (trasportatori). Alcuni trasportatori facili- 
tano semplicemente la diffusione passiva attraverso la 
membrana dal lato dove la concentrazione è maggiore 
verso quello dove la concentrazione è minore. Altri tra- 
sportano i soluti contro un gradiente elettrochimico; 
questo tipo di trasporto richiede una fonte di energia 
metabolica. 

* I trasportatori, come gli enzimi, mostrano saturazio- 
ne e stereospecificità per i loro substrati. Il trasporto 
mediante questi sistemi può essere sia attivo che pas- 
sivo. Il trasporto attivo primario è guidato dall’ATP o 
da reazioni di trasferimento di elettroni; il trasporto 
attivo secondario dal flusso accoppiato di due soluti, 
uno dei quali (spesso H* o Na*) si muove in direzio- 
ne del suo gradiente elettrochimico, mentre l’altro si 
sposta contro il gradiente. 

* I trasportatori GLUT, come il GLUTI degli eritrociti, tra- 
sportano il glucosio dall’esterno all’interno delle cellule 
per diffusione facilitata. Questi trasportatori agiscono 
col sistema dell’uniporto, poiché trasportano un solo 
substrato. Quelli che agiscono col sistema del simpor- 
to, invece, permettono il passaggio simultaneo di due 
sostanze nella stessa direzione, come per esempio il 
trasportatore del lattosio in E. coli, che è guidato dall’e- 
nergia di un gradiente protonico (simporto lattosio-H*), 


Paralisi iperpotassiemica periodica (0 paramiotonia congenita) 
Epilessia generalizzata con attacchi febbrili 

Sindrome 3 del QT lungo 

Emicrania emiplegica familiare 

Cecità notturna stazionaria congenita 

Malattia renale policistica 

Sordità dominante 

Convulsioni benigne neonatali familiari 

Retinite pigmentosa 

Sindrome miastenica congenita 


Fibrosi cistica 


e il trasportatore del glucosio delle cellule epiteliali 
dell'intestino, guidato dal gradiente dell’Na* (simpor- 
to glucosio-Na*). I trasportatori che agiscono col siste- 
ma dell’antiporto mediano il passaggio simultaneo di 
due sostanze in direzioni opposte come, per esempio, 
lo scambiatore cloruro-bicarbonato degli eritrociti e la 
Na*K* ATPasi ubiquitaria. 

Nelle cellule animali, la Na*K* ATPasi mantiene le dif- 
ferenze tra le concentrazioni extracellulari e citosoliche 
di Na* e K*; il gradiente risultante di Na* è utilizzato 
come fonte di energia in molti processi di trasporto atti- 
vo secondario. 

La Na*K* ATPasi della membrana plasmatica e i tra- 
sportatori del Ca°* del reticolo sarcoplasmatico ed 
endoplasmatico (le pompe SERCA) sono esempi di 
ATPasi di tipo P; esse vanno incontro a fosforilazione 
reversibile durante il loro ciclo catalitico. Le pompe 
protoniche ATPasi di tipo F (ATP sintasi) sono essen- 
ziali per i meccanismi di conservazione dell’energia 
dei mitocondri e dei cloroplasti. Le ATPasi di tipo V 
formano gradienti protonici attraverso le membra- 
ne intracellulari, comprese le membrane dei vacuoli 
delle piante. 

I trasportatori ABC trasportano vari substrati, tra cui 
molti farmaci, all’esterno delle cellule, usando ATP 
come fonte di energia. 

Gli ionofori sono molecole liposolubili che legano spe- 
cifici ioni e li trasportano passivamente attraverso le 
membrane, dissipando l'energia dei gradienti ionici 
elettrochimici. 

L’acqua viene trasportata attraverso le membrane per 
mezzo delle acquaporine. Alcune acquaporine sono re- 
golate, altre trasportano anche il glicerolo e l’urea. 

I canali ionici sono pori idrofilici, attraverso i quali pos- 
sono diffondere ioni selezionati, contro i loro gradienti 
elettrici o di concentrazione; essi non sono saturabili, 
hanno flussi elevatissimi e sono altamente specifici per 
uno ione. La maggior parte è controllata dal voltaggio o 
dal ligando. Il canale neuronale del sodio è controllato 
dal voltaggio, mentre il canale ionico recettore dell’a- 
cetilcolina è controllato dall’acetilcolina, che provoca 
variazioni conformazionali che aprono e chiudono il 
canale transmembrana. 
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AN Termini chiave 


=) 1termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


acquaporine (AQP) 431 
antiporto 421 

ATP sintasi 426 
ATPasi di tipo F_ 425 
ATPasi di tipo P_ 423 
ATPasi di tipo V 424 
barile B 405 

canali 417 

canali ionici 433 
canali ionici controllati 

da ligandi 433 

canali ionici controllati 

dal voltaggio 434 
caveole 412 

caveolina 411 
cotrasporto 421 
diffusione 

facilitata 416 
diffusione semplice 415 
dominio BAR 413 
doppio strato 400 
elettrogenico 422 
elettroneutrale 421 
flippasi 409 

floppasi 409 

FRAP 409 

gradiente 
elettrochimico 416 
indice idropatico 404 
ionofori 431 

K, (Kirasporto) 419 

lipidi anulari 403 
micelle 399 
microdomini 410 
modello a mosaico 
fluido 399 
Na' K* ATPasi 
patch-clamp 
(o prelievo di un 
frammento) 434 
permeasi 416 
pompa SERCA 423 
porina 406 


424 


LS Ulteriori letture 


potenziale di membrana 
(Vm) 416 
potenziale 
elettrochimico 416 
proteine ancorate 
alGPI 411 
proteine anfitropiche 
di membrana 402 
proteine di fusione 413 
proteine integrali 

di membrana 402 
proteine periferiche di 
membrana 402 
recettore nicotinico 
dell’acetilcolina 436 
regola del positivo 
all’interno 405 
scramblasi 409 
selectine 414 
simporti Na*-glucosio 
430 

simporto 421 
t-SNARE 413 
v-SNARE 413 

stato liquido disordinato 
(La) 407 

stato liquido ordinato 
(L.) 407 
superfamiglia dei 
trasportatori 
(MFS) 429 
trasportatore del 
lattosio 428 
trasportatori 416 
trasportatori ABC 426 
trasportatori 
multifarmaco 426 
trasporto attivo 421 
trasporto passivo 416 
uniporto 421 
vescicola 

(liposoma) 400 
zattere (raft) 411 


e Composizione e architettura delle membrane 
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membrana. 


© 978-88-08-26148-9 


Leventis, P.A., e Grinstein, S. (2010) The distribution 
and function of phosphatidylserine in cellular 
membranes. Annu. Rev. Biophys. 39, pp. 407-427. 
Maxfield, R.R., e van Meer, G. (2010) Cholesterol, the 
central lipid of mammalian cells. Curr. Opin. Cell Biol. 
22, pp. 422-429. 

von Heijne, G. (2006) Membrane protein topology. Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol. 7, pp. 909-918. 

Una rassegna di livello intermedio. 

White, S.H., Ladokhin, A.S., Jayasinghe, S. e 
Hristova, K. (2001) How membranes shape protein 
structure. J. Biol. Chem. 276, pp. 32395-32398. 

Breve rassegna, di livello intermedio, sulle forze che 
danno forma alle eliche transmembrana. 

Wimley, W.C. (2003) The versatile B barrel membrane 
protein. Curr. Opin. Struct. Biol. 13, pp. 1-8. 

Zeth, K., e Thein, M. (2010) Porins in prokaryotes and 
eukaryotes: common themes and variations. Biochem J. 
431, pp. 13-22. 

Rassegna di livello intermedio sulle porine a barile fp. 


* Dinamica delle membrane 

Daleke, D.L. (2007) Phospholipid flippases. /. Biol. 
Chem. 282, pp. 821-825. 

Rassegna di livello intermedio. 

Deveaux, P.F., Lopez-Montero, I., e Bryde, S. (2006) 
Proteins involved in lipid translocation in eukaryotic 
cells. Chem. Phys. Lipids 141, pp. 119-132. 

Didier, M., Lenne, P.-E, Rigneault, H., e He, H.-T 
(2006) Dynamics in the plasma membrane: how to 
combine fluidity and order. EMBO J. 25, pp. 3446-3457 
Rassegna di livello intermedio relativa agli studi sulla 
dinamica delle membrane, con sonde fluorescenti e di 
altro tipo. 

Frost, A., Unger, V.M., e De Camilli, P. (2009) The 
BAR domain superfamily: membrane-molding 
macromolecules. Cell, 137, pp. 191-196. 

Frye, L.D., ed Ediden, M. (1970) The rapid 
intermixing of cell-surface antigens after formation of 
mouse-human heterokaryons. /. Cell Sci. 7, pp. 319-335. 
La dimostrazione classica della mobilità delle proteine 
di membrana. 

Graham, T.R. (2004) Flippases and vesicle-mediated 
protein transport. Trends Cell Biol. 14, pp. 670-677. 
Rassegna di livello intermedio sulla funzione delle 
flippasi. 

Graham, T.R., e Kozlov, M.M. (2010) Interplay of 
proteins and lipids in generating membrane curvature. 
Curr. Opin. Cell Biol. 22, pp. 430-436. 

Hannich, J.T., Umebayashi, K., e Riezman, H. (2011) 
Distribution and function of sterols and sphingolipids. In 
The Biology of Lipids: Trafficking, Regulation, and Function 
(Simons, K., a cura di), Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY; anche in CSH Perspect. Cell 
Biol. doi:10.1101/cshperspect.a004762. 

Jahn, R., e Scheller, R.H. (2006) SNARESs - engines for 
membrane fusion. Nat. Rev Cell Mol. Biol. 7, pp. 631-643. 
Eccellente rassegna di livello intermedio sul ruolo degli 
SNARE nella fusione delle membrane e sul meccanismo 
di fusione delle membrane. 


© 978-88-08-26148-9 


Janmey, P.A., e Kunnunen, P.K.J. (2006) Biophysical 
properties of lipids and dynamic membranes. Trends 
Cell Biol. 16, pp. 538-546. 

Leventis, P.A., e Grinstein, S. (2010) The distribution 
and function of phosphatidylserine in cellular 
membranes. Annu. Rev Biophys. 39, pp. 407-427. 

Una rassegna avanzata che comprende la trattazione 
delle flippasi. 

Lingwood, D., e Simons, K. (2010) Lipid rafts as a 
membrane-organizing principle. Science 327, pp. 46-50. 
MaccCallum, J.L., e Tieleman, D.P. (2011) 
Hydrophobicity scales: a thermodynamic looking glass 
into lipid-protein interactions. Trends Biochem. Sci. 36, 
pp. 653-662. 

Una rassegna di livello intermedio sulle diverse 
metodiche per la determinazione dell’idrofobicità di un 
amminoacido. 

Marguet, D., Lenne, P.-F., Rigneault, H., e He, H.-T. 
(2006) Dynamics in the plasma membrane: how to 
combine fluidity and order. EMBO /. 25, pp. 3446-3457. 
Rassegna di livello intermedio sui metodi e sui risultati 
degli studi sui movimenti molecolari nelle membrane. 
Martens, S., e McMahon, H.T. (2008) Mechanism of 
membrane fusion: disparate players and common 
principles. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 9, pp. 543-566. 
Niessen, C.M., Leckband, D., e Yap, A.S. (2011) 
Tissue organization by cadherin adhesion molecules: 
dynamic molecular and and cellular mechanisms of 
morphogenetic regulation. Physiol. Rev 91, pp. 691-731. 
Palmgren, M.G., e Nissen, P. (2011) P-type ATPases. 
Annu. Rev. Biophys. 40, pp. 243-266. 

Palsdottir, H., e Hunte, C. (2004) Lipids in membrane 


protein structures. Biochim. Biophys. Acta 1666, pp. 2-18. 


Parton, R.G., e Simons, K. (2007) The multiple faces 
of caveolae. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8, pp. 185-194. 
Phillips, R., Ursell, T., Wiggins, P., e Sens, P. (2009) 
Emerging roles for lipids in shaping membrane-protein 
function. Nature 459, pp. 379-385. 

Qualman, B., Kock, D., e Kessels, M.M. (2011) Let's 
go bananas: revisiting the endocytic BAR code. EMBO ]. 
30, pp. 3501-3515. 

Rassegna di livello intermedio sull’azione dei domini 
BAR nella curvatura delle membrane. 

Quinn, P.J., e Wolf, C. (2009) The liquid ordered phase 
in membranes. Biochim. Biophys. Acta 1788, pp. 33-46. 
Una rassegna avanzata sullo stato dei lipidi di 
membrana. Questa è una delle 26 eccellenti rassegne 
che sono state pubblicate in questo numero della rivista 
su tutti gli aspetti dello stato fisico dei lipidi nelle 
membrane biologiche. 

Sanyal, S., e Menon, A.K. (2009) Flipping lipids: why 
an’what's the reason for? ACS Chem. Biol. 4, pp. 895-909. 
Rassegna di livello intermedio sulle flippasi nella 
biogenesi delle membrane. 

Sezgin, E., e Schwille, P. (2011) Fluorescence 
techniques to study lipid dynamics. In The Biology of 
Lipids: Trafficking, Regulation, and Function (Simons, K. 
a cura di), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold 
Spring Harbor, NY; anche in CSH Perspect. Cell Biol. 
doi:10.1101/cshperspect.a009803. 


CAPITOLO 11 


Membrane biologiche e trasporto 441 


Simons, K., e Sampaio, J.L. (2011) membrane 
organization and lipid rafts. In The Biology of Lipids: 
Trafficking, Regulation, and Function (Simons, K. a cura 
di), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY; anche in CSH Perspect. Cell Biol. doi:10.1101/ 
cshperspect.a004697. 

Tanaka, K., Fujimura-Kamada, K., e Yamamoto, T. 
(2011) Function of phospholipid flippases. /. Biochem. 
149, pp. 131-143. 

Rassegna di livello intermedio su struttura e funzione 
delle flippasi. 

van der Velden, L.M., van de Graaf, S.F.J., e Klomp, 
L.W.J. (2010) Biochemical and cellular functions of Py 
ATPases. Biochem. J. 431, pp. 1-11. 

Una rassegna di livello intermedio sulle flippasi ATPasi 
Pi. 

van Deurs, B., Roepstorff, K., Hommelgaard, A.M., e 
Sandvig, K. (2003) Caveolae: anchored, multifunctional 
platforms in the lipid ocean. Trends Cell Biol. 13, pp. 92-100. 
van Meer, G. (2011) Dynamic transbilayer lipid 
asymmetry. In The Biology of Lipids: Trafficking, Regulation, 
and Function (Simons, K. a cura di), Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY; anche in CSH 
Perspect. Cell Biol. doi:10.1101/cshperspect.a004671. 
Wickner, W., e Shekmana, R. (2010) Membrane fusion. 
Nat. Struct. Mol. Biol. 15, pp. 658-664. 

Breve e accessibile rassegna sulle molecole coinvolte 
nella fusione di membrana. 

Zhang, Y.-M. e Rock, C.O. (2008) Membrane lipid 
homeostasis in bacteria. Nat. Rev Microbiol. 6, pp. 222-233. 
Zimmerberg, J., e Kozlov, M.M. (2006) How proteins 
produce cellular membrane curvature. Nat. Rev Mol. Cell 
Biol. 7, pp. 9-19. 


* Trasportatori 

Augustin, R. (2010) The protein family of glucose 
transport facilitators: it's not only about glucose after all. 
IUBMB Life 62, pp. 315-333. 

Rassegna di livello avanzato su struttura e funzione 
delle proteine GLUT. 

Brini, M., e Carafoli, E. (2009) Calcium pumps in 
health and disease. Physiol. Rev 89, pp. 1341-1378. 
Bublitz, M., Poulson, H., Preben Morth, J., e Nissen, P. 
(2010) In and out of the cation pumps: P-type ATPase 
structure revisited. Curr: Opin. Struct. Biol. 20, pp. 431-439. 
Bublitz, M., Preben Morth, J., e Nissen, P. (2011) 
P-type ATPase at a glance. /. Cell Sci. 124, pp. 2515-2519. 
Fujiyoshi, Y., Mitsuoka, K., de Groot, B.L., 
Philippsen, A., Grubmiiller, H., Agre, P., ed Engel, A. 
(2002) Structure and function of water channels. Curt 
Opin. Struct. Biol. 12, pp. 509-515. 

Guan, L., e Kaback, H.R. (2006) Lessons from lactose 
permease. Annu. Rev Biopys. Biomol. Struct. 35, pp. 67-91. 
Hoffman, N.J., ed Elmendorf, J.S. (2011) Signaling, 
cytoskeletal and membrane mechanisms regulating 
GLUTA exocytosis. Trends Endocrinol. Metab. 22, 

pp. 110-116. 

Jones, P.M., O’'Mara, M.L., e George, A.M. (2001) ABC 
transporters: a riddle wrapped in a mystery inside an 
enigma. Trends Biochem. Sci. 34, pp. 520-531. 


CAPITOLO 11 


442. Membrane biologiche e trasporto 


Una rassegna di livello intermedio sulla struttura e la 
funzione dei trasportatori dell’ATP. 

Kjellbom, P., Larsson, C., Johansson, I., Karlsson, 
M., e Johanson, U. (1999) Aquaporins and water 
homeostasis in plants. Trends Plant Sci. 4, pp. 308-314. 
Una rassegna di livello intermedio. 

Krishnamurthy, H., Piscitelli, C.L., e Gouaus, E. 
(2009) Unlocking the molecular secrets of sodium- 
coupled transporters. Nature 459, pp. 347-355. 

Una rassegna di livello intermedio sulla struttura e sulla 
funzione dei cotrasportatori del Na°. 

Preben Morth, J., Pedersen, B.P., Buch-Pedersen, 
M.J., Andersen, J.P., Vilsen, B., Palmgren, M.G., e 
Nissen, P. (2011) A structural overview of the plasma 
membrane Na*, K'-ATPase and H°-ATPase ion pumps. 
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 12, pp. 60-70. 

Reese, D.C., Johnson, E., e Lewinson, O. (2009) ABC 
transporters: the power to change. Nat. Rev Mol. Cell 
Biol. 10, pp. 218-227 

Sui, H., Han, B.-G., Lee, J.K., Walian, P., e Jap, B.K. 
(2001) Structural basis of water-specific transport 
through the AQP1 water channel. Nature 414, 

pp. 872-878. 

Struttura ad alta risoluzione delle acquaporine ottenuta 
mediante cristallografia ai raggi X. 

Thorens, B., e Mueckler, M. (2010) Glucose 
transporters in the 21st century. Am. J. Physiol. 
Endocrinol. Metab. 298, pp. E141-E145. 

Una rassegna di livello intermedio sui facilitatori del 
trasporto di glucosio. 

Toyoshima, C. e Mizutani, T. (2004) Crystal structure 
of the calcium pump with a bound ATP analogue. 
Nature 430, pp. 529-535. 

Toyoshima, C., Nomura, H., e Tsuda, T. (2004) 
Lumenal gating mechanism revealed in calcium pump 
crystal structures with phosphate analogs. Nature 432, 
pp. 361-368. 

Il materiale supplementare disponibile nella versione on 
line di questo articolo include un’eccellente animazione 
del meccanismo proposto. 

Watson, R.T., e Pessin, J.E. (2006) Bridging the GAP 
between insulin signaling and GLUTA translocation. 
Trends Biochem. Sci. 31, pp. 215-222. 

Una rassegna di livello intermedio sulla regolazione del 
trasporto del glucosio tramite GLUTA. 

Wright, E.M., Loo, D.D.F.,, e Hirayama, B.A. (2011) 
Biology of human sodium glucose transporters. Physiol. 
Rev. 91, pp. 733-794. 

Una rassegna di livello avanzato sulla biochimica e sulla 
fisiologia dei cotrasportatori sodio-glucosio. 

Zeth, K., e Thein, M. (2010) Porins in prokaryotes and 
eukaryotes: common themes and variations. Biochem. J. 
431, pp. 13-22. 


* Canali ionici 

Ashcroft, FM. (2006). From molecule to malady. Nature 
440, pp. 440-447 

Una breve rassegna sui numerosi casi in cui un 

difetto genetico dei canali ionici provoca malattie 
nell'uomo. 


© 978-88-08-26148-9 


Doyle, D.A., Cabral, K.M., Pfuetzner, R.A., Kuo, A., 
Gulbis, J.M., Cohen, S.L., Chait, B.T., e MacKinnon, 
R. (1998) The structure of the potassium channel: 
molecular basis of K* conduction and selectivity. Science 
280, pp. 69-77. 

La prima descrizione della struttura cristallina di un 
canale. 

Gadsby, D.C., Vergani, P., e Csanady, L. (2006) The 
ABC protein turned chloride channel whose failure 
causes cystic fibrosis. Nature 440, pp. 477-483. 

Una delle sette eccellenti rassegne sui canali ionici 
pubblicate in questo numero di Nature. 

Gouaux, E., e MacKinnon, R. (2005) Principles of 
selective ion transport in channels and pumps. Science 
310, pp. 1461-1465. 

Una breve rassegna sulle caratteristiche strutturali dei 
canali e delle pompe che conferiscono loro la specificità 
agli ioni. 

Guggino, W.B., e Stanton, B.A. (2006) New insights 
into cystic fibrosis: molecular switches that regulate 
CFTR. Nature Rev. Molec. Cell Biol. 7, pp. 426-436. 
Hille, B. (2001) Ion Channels of Excitable Membranes, 
3° ed., Sinauer Associates, Sunderland, MA. 

Una trattazione di livello intermedio sulla funzione dei 
canali ionici. 

Jiang, Y., Lee, A., Chen, ]., Ruta, V., Cadene, M., 
Chait, B.T., e MacKinnon, R. (2003) X-ray structure 
of a voltage-dependent K* channel. Nature 423, 

pp. 33-41. 

King, L.S., Kozono, D., e Agre, P. (2004) From 
structure to disease: the evolving tale of aquaporin 
biology. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 5, pp. 687-698. 

Una rassegna di livello intermedio sulla localizzazione 
delle acquaporine nei tessuti di mammifero e sulle 
conseguenze dei difetti dell’acquaporina sulla fisiologia. 
Lee, A.G., ed East, J.M. (2001) What the structure of a 
calcium pump tells us about its mechanism. Biochem J. 
356, pp. 665-683. 

Long, S.B., Campbell, E.B., e MacKinnon, R. (2005) 
Crystal structure of a mammalian voltage-dependent 
Shaker family K* channel. Science 309, pp. 897-902. 
Neher, E., e Sakmann, B. (1992) The patch clamp 
technique. Sci. Am. (March) 266, pp. 44-51. [Trad. it.: 
”La tecnica del patch clamp”, Le Scienze, Milano 1992.] 
Una chiara descrizione dei metodi elettrofisiologici 
utilizzati per misurare l’attività dei singoli canali, scritta 
dai vincitori del Premio Nobel che hanno messo a punto 
questa tecnica. 

Tombola, F., Pathak, M.M., e Isacoff, E.Y. (2006) 
How does voltage open an ion channel? Annu. Rev. Cell 
Dev. Biol. 22, pp. 23-52. 

Rassegna di livello avanzato sui meccanismi dei canali 
ionici controllati dal voltaggio. 

Verkman, A.S. (2011) Aquaporins at a glance. /. Cell Sci. 
124, pp. 2107-2112. 

Una rassegna di livello intermedio, strutturata come 

un poster, sulla struttura e sulla funzione delle 
acquaporine. 


© 978-88-08-26148-9 


= Problemi 


1. Determinazione dell’area della sezione trasver- 
sale di una molecola lipidica. Quando i fosfolipidi 
vengono stratificati sulla superficie dell’acqua si di- 
spongono con le teste polari immerse nell'acqua e le 
code idrofobiche esposte all’aria. L'apparecchio speri- 
mentale riportato sotto (a) è stato progettato in mo- 
do da ridurre l’area di superficie a disposizione dello 
strato lipidico. Misurando la forza necessaria ad avvi- 
cinare i lipidi è possibile determinare quando le mole- 
cole sono tanto vicine da formare un monostrato con- 
tinuo; a questo punto, la pressione necessaria per pro- 
vocare un'ulteriore riduzione della superficie aumen- 
ta considerevolmente. (b) Come potreste usare que- 
sto apparecchio sperimentale per determinare l’area 
media occupata da una singola molecola lipidica nel 


monostrato? 


(a) Forza applicata 
per comprimere 
il monostrato 
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2. Prove a favore del doppio strato lipidico. Nel 1925 
E. Gorter e FE Grendel usarono un apparecchio simile a 
quello riportato nel Problema 1 per determinare l’area 
della superficie di un monostrato lipidico formato dai 
lipidi estratti dagli eritrociti di diverse specie animali. 
Essi usarono un microscopio per misurare le dimensio- 
ni delle cellule, da cui calcolarono l’area di superficie 
media di un eritrocita e ottennero i dati riportati nella 
tabella che segue. In che modo questi ricercatori po- 
terono giustificare la loro conclusione che “i cromoci- 
ti [gli eritrociti] sono ricoperti da uno strato di sostan- 
ze grasse che è spesso quanto due molecole” (cioè un 


doppio strato)? 


Area della 
superficie 
del monostrato Area della 
Volume Numero lipidico superficie 
delle cellule delle formato totale di 
compattate cellule dalle cellule una cellula 
Animale (mL) (per mm?) (m?) (um?) 
Cane 40 8.000 000 62 98 
Pecora 10 9900 000 6,0 29,8 
Uomo 1 4740 000 0,92 994 


Fonte: dati da Gorter, E. e Grendel, F. (1925) On bimolecularlayers of lipoids on 


the chromocytes of the blood. /. Exp. Med., 41, pp. 439-443. 


3. 


9. 
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Numero di molecole di detergente per micel- 

la. Se una piccola quantità di sodio dodecil solfato 

(Na*CH3(CH3);10S0O;) viene disciolta in acqua, gli io- 

ni del detergente entrano in soluzione sotto forma di 

specie monomeriche. Se viene aggiunto altro detergen- 

te, si raggiunge una concentrazione (la concentrazio- 
ne micellare critica) alla quale i monomeri si associano 
tra loro formando micelle. La concentrazione micellare 
critica dell'SDS è 8,2 mm. Le micelle hanno una mas- 
sa media (la somma delle masse molecolari dei mono- 
meri presenti nella struttura) pari a 18 000. Calcolate 

il numero di molecole di detergente in una micella di 

dimensioni medie. 

Proprietà dei lipidi e dei doppi strati lipidici. I 

doppi strati lipidici che si formano tra due compar- 

timenti acquosi hanno queste proprietà: formano fo- 
glietti bidimensionali i cui margini si racchiudono gli 
uni sugli altri formando liposomi. 

(a) Quali proprietà dei lipidi sono responsabili di que- 
sto comportamento dei doppi strati? Fornite una 
spiegazione. 

(b) Quali sono le conseguenze di queste proprietà per 
la struttura delle membrane biologiche? 

Lunghezza di una molecola di acido grasso. La lun- 
ghezza di un legame singolo carbonio-carbonio, come 
quelli che si riscontrano nelle catene degli acidi gras- 
si saturi, è di circa 1,5 À. Stimate la lunghezza di una 
molecola di acido palmitico nella sua forma estesa. Se 
due molecole di acido palmitico sono poste coda con- 
tro coda, quale sarà la loro lunghezza confrontata con 
lo spessore di un doppio strato lipidico di una mem- 
brana biologica? 
Dipendenza della diffusione laterale dalla tem- 
peratura. L'esperimento descritto nella Figura 11.18 
è stato eseguito a una temperatura di 37 °C. Se l’espe- 
rimento fosse stato condotto a 10 °C, quale effetto ci 
saremmo potuti aspettare sulla velocità di diffusione? 
Perché? 
Sintesi del succo gastrico: energetica. Il succo gastri- 
co (pH 1,5) viene prodotto pompando HCI dal plasma 
sanguigno (pH 74) nello stomaco. Calcolate la quan- 
tità di energia libera necessaria a concentrare l’H* in 
un litro di succo gastrico a 37 °C. Nelle condizioni della 
cellula, quante moli di ATP devono essere idrolizzate 
per fornire questa quantità di energia libera? La varia- 
zione di energia libera per l’idrolisi di ATP nelle con- 
dizioni cellulari è di circa — 58 kJ/mole (come vedre- 
mo nel Capitolo 13). Non tenete conto dell’effetto del 
potenziale elettrico transmembrana. 

Energetica della Na*K* ATPasi. Per una tipica cel- 

lula con un potenziale di membrana di —0,070 V (in- 

terno negativo rispetto all’esterno), qual è la variazione 

di energia libera per trasportare una mole di Na* fuo- 

ri dalla cellula a 37 °C? Assumete che la concentrazione 

di Na* all’interno delle cellule dei vertebrati sia di circa 

12 mme quella del plasma sanguigno di circa 145 mm. 

Azione dell’ouabaina sul tessuto renale. L’ouabai- 

na inibisce in modo specifico l’attività della Na*K* 

ATPasi dei tessuti animali, ma non è noto che inibisca 

altri enzimi. Quando l’ouabaina viene aggiunta a fetti- 
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ne di tessuto renale, inibisce il consumo di ossigeno del 
66%. Perché? Quali informazioni possiamo trarre circa 
l'utilizzo dell’energia respiratoria nel tessuto renale? 


10. Energetica del simporto. Supponete di avere deter- 


minato sperimentalmente che un sistema di traspor- 
to cellulare per il glucosio, guidato da un simporto con 
PNa*, possa accumulare glucosio a una concentrazione 
25 volte maggiore di quella del mezzo esterno, mentre 
la concentrazione di Na* esterna è soltanto 10 volte su- 
periore a quella intracellulare. Questa è una violazione 
della seconda legge della termodinamica? Se non lo è, 
come è possibile spiegare questa osservazione? 


11. Localizzazione di una proteina di membrana. Du- 


rante il lavoro su una proteina di membrana sconosciu- 
ta (X), sono state effettuate le seguenti osservazioni. La 
proteina X può essere estratta dalle membrane dell’eri- 
trocita con una soluzione salina concentrata e, una vol- 
ta isolata, può essere frammentata da enzimi proteoli- 
tici. Il trattamento degli eritrociti con enzimi proteoliti- 
ci, seguito da rottura delle cellule e da estrazione delle 
membrane, consente di isolare la proteina X intatta. Al 
contrario, dopo il trattamento dei ghost eritrocitari (co- 
stituiti soltanto dalla membrana plasmatica, prodotti 
rompendo gli eritrociti e lavando via l’emoglobina) con 
enzimi proteolitici, seguito da rottura ed estrazione, la 
proteina X risulta frammentata. Quale di questi esperi- 
menti ci fornisce informazioni sulla localizzazione del- 
la proteina X nella membrana plasmatica? Le proprietà 
di X sono simili a quelle di una proteina di membrana 
integrale o di una proteina periferica? 


12. Autosigillazione delle membrane. Le membrane cel- 


lulari sono autosigillanti: se vengono rotte meccanica- 
mente, si risigillano automaticamente. Quale proprie- 
tà delle membrane è responsabile di questa importan- 
te caratteristica? 


13. Temperatura di fusione dei lipidi. I lipidi di mem- 


brana di campioni di tessuto prelevati da parti diverse 
della zampa di una renna hanno una composizione in 
acidi grassi diversa. I lipidi di membrana presenti nei 
tessuti vicini agli zoccoli contengono maggiori quan- 
tità di acidi grassi insaturi rispetto ai lipidi dei tessuti 
delle parti superiori della zampa. Qual è il significato 
di questa osservazione? 


14. Diffusione flip-flop. La faccia interna (monostrato) 


della membrana dell’eritrocita umano è costituita in 
prevalenza da fosfatidiletanolammina e da fosfatidil- 
serina. La faccia esterna consiste invece in gran parte 
di fosfatidilcolina e di sfingomielina. Nonostante i com- 
ponenti fosfolipidici della membrana possano diffon- 
dere nel doppio strato fluido, questa differenza viene 
sempre conservata. Come? 


15. Permeabilità della membrana. A pH 7, il triptofano 


attraversa il doppio strato lipidico di una membrana 
1000 volte più lentamente di quanto non faccia l’indo- 
lo, un composto simile al triptofano: 


Suggerite una spiegazione per questa osservazione. 
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16. Flusso di acqua attraverso un’acquaporina. Ogni 


eritrocita umano ha circa 2 X 10° monomeri di AQP1. 
Se l’acqua fluisce attraverso la membrana plasmati- 
ca a una velocità di 5 X 105 molecole per tetrame- 
ro di AQPI al secondo e il volume di un eritrocita è 
5 X 107! mL, in quanto tempo un eritrocita dimez- 
zerà il suo volume se incontra nella midollare del re- 
ne un fluido interstiziale ipertonico con alta osmola- 
rità (1 m)? Ipotizzate che l’eritrocita sia interamente 
costituito di acqua. 


17. Marcatura del trasportatore del lattosio. Un tra- 


sportatore del lattosio batterico, che è molto specifico 
per il substrato lattosio, contiene un residuo di Cys es- 
senziale per la sua attività di trasporto. La reazione co- 
valente tra N-etil-maleimide (NEM) e il residuo di Cys 
inattiva irreversibilmente il trasportatore. Un’elevata 
concentrazione di lattosio nel mezzo impedisce l’inatti- 
vazione da parte di NEM, probabilmente per protezio- 
ni steriche del residuo di Cys che si trova vicino al sito 
di legame del lattosio. Non avete a disposizione altre 
informazioni sulla molecola del trasportatore. Sugge- 
rite un esperimento che possa consentirvi di determi- 
nare la M, del polipeptide trasportatore che contiene 
la Cys. 


18. Previsione della topologia delle proteine di mem- 


brana in base alla loro sequenza. Avete clonato il ge- 
ne per una proteina dell’eritrocita umano, che pensate 
possa essere una proteina di membrana. Dalla sequen- 
za nucleotidica del suo gene conoscete la sequenza am- 
minoacidica della proteina. 

Avendo a disposizione solo la sequenza della proteina, 
potete stabilire se essa sia una proteina integrale di 
membrana? Supponete che sia una proteina integrale 
di tipo I o di tipo II. Suggerite un esperimento chimico 
o biochimico che possa determinare a quale tipo ap- 
partenga. 


19. Assunzione intestinale di leucina. State studiando 


l'assunzione di L-leucina da parte delle cellule dell’e- 
pitelio dell’intestino di topo. Le misure della velocità 
di assunzione dell’L-leucina e di diversi suoi analoghi, 
con o senza ioni Na* nel tampone di dosaggio, hanno 
dato i risultati riportati in tabella: 


Assunzione Assunzione 
in presenza in assenza 
di Na* di Na* 
Substrato Vnax = K (mm) Viax XK (mm) 
L-Leucina 420 0,24 23 0,2 
p-Leucina 310 4,7 5 4,7 
L-Valina 225 0,31 19 0,31 


Che cosa potete concludere circa le proprietà e il mec- 
canismo del trasportatore della leucina? Ci si può 
aspettare che l'assunzione di L-leucina sia inibita dalla 
ouabaina? 


20. Effetto di uno ionoforo sul trasporto attivo. Consi- 


derate il trasportatore della leucina descritto nel Pro- 
blema 19. Se aggiungete alla miscela di dosaggio uno 
ionoforo per ioni sodio, i valori di V.nax e/o K, potranno 
variare? Spiegate perché. 
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23. 


Densità di superficie di una proteina di membrana. 
È possibile indurre E. coli a produrre 10 000 copie del 
trasportatore del lattosio (M, 31 000) per cellula. Sup- 
ponete che E. coli sia un cilindro con un diametro di 
1 um e una lunghezza di 2 wm. Quale frazione della 
superficie della membrana plasmatica sarà occupata 
dalle molecole del trasportatore del lattosio? Spiega- 
te come siete arrivati alla vostra conclusione. 


. Utilizzo della rappresentazione a ruota elicale. La 


ruota elicale consiste in una rappresentazione bidimen- 
sionale di un'elica, vista lungo il suo asse centrale (ve- 
di la Figura 11.30b; vedi anche la Figura 4.4d). Usate il 
diagramma della ruota elicale mostrato sotto, per de- 
terminare la distribuzione dei residui amminoacidici 
in un segmento di elica con la sequenza -Val-Asp-Arg- 
Val-Phe-Ser-Asn-Val-Cys-Thr-His-Leu-Lys-Thr-Leu- 
Gln-Asp-Lys- 


> d 


Che cosa potete dire circa le proprietà di superficie di 
questa elica? Come sarà orientata l'elica nella struttu- 
ra terziaria di una proteina integrale di membrana? 
Specie molecolari nella membrana di E. coli. La 
membrana plasmatica di F. coli contiene il 75% in pe- 
so di proteine, e il 25% di fosfolipidi. Quante moleco- 
le lipidiche sono presenti per ogni molecola proteica? 
Considerate un M, medio di 50 000 per le proteine e di 
750 per i fosfolipidi. Che cosa dovreste ancora conosce- 
re per determinare la frazione della superficie di mem- 
brana occupata dai lipidi? 


=N La biochimica via Internet 


24. 


Topologia delle proteine di membrana. Il recetto- 
re per l’ormone adrenalina nelle cellule animali è una 
proteina integrale (M, 64 000) che si pensa possa ave- 
re sette regioni che attraversano la membrana. 
(a) Dimostrate che una proteina di queste dimensioni 
è capace di attraversare la membrana sette volte. 
(b) Partendo dalla sequenza amminoacidica di questa 
proteina, come si può prevedere quali regioni protei- 
che formano eliche che attraversano la membrana? 
(c) Entrate nella banca dati Protein Data Bank (www. 
pdb.org). Usate l’1DEP identificativo di PDB per vi- 
sualizzare la pagina dei dati di una porzione di un 
recettore } adrenergico (un tipo di recettore per l’a- 
drenalina) di tacchino. Usando il programma Jmol 


CAPITOLO 11 


Membrane biologiche e trasporto 


per studiare la struttura, prevedete se questa porzio- 
ne del recettore possa essere localizzata all’interno 
o all’esterno della superficie di membrana. Fornite 
una spiegazione. 

(d) Recuperate i dati su una porzione di un altro recet- 
tore, il recettore dell’acetilcolina di neuroni e mio- 
citi, usando l’identificatore PDB 1A11. Come in (c), 
prevedete dove questa porzione del recettore possa 
essere localizzata e spiegate la vostra risposta. 

Se non riuscite a utilizzare PDB, andate al Box 4.4 (pa- 

gina 138) per maggiori informazioni. 


=\ Problema sull'analisi dei dati 

ila 

25.Il modello a mosaico fluido della struttura delle 
membrane biologiche. La Figura 11.3 mostra la strut- 
tura oggi universalmente accettata del modello a mo- 
saico fluido delle membrane biologiche. Questo mo- 
dello venne presentato in dettaglio da S.J. Singer nel 
1971. Nel suo articolo Singer presentò i tre modelli del- 
la struttura delle membrane che erano stati proposti 
fino ad allora. 


A. Modello di Davson-Danielli-Robertson. Questo era 
il modello più accettato nel 1971, quando fu pubbli- 
cata la rassegna di Singer. In questo modello i fosfo- 
lipidi formano un doppio strato, le proteine si tro- 
vano su ambedue le facce del doppio strato, dove 
aderiscono tramite interazioni ioniche tra le teste 
polari dei fosfolipidi e i gruppi carichi delle protei- 
ne. Il modello non prevede la presenza di proteine 
all’interno del doppio strato. 

B. Il modello di Benson delle subunità lipoproteiche. 
Questo modello prevede che le proteine siano glo- 
bulari e che la membrana sia costituita da una me- 
scolanza di proteine e lipidi. Le code idrofobiche 
dei lipidi sono circondate dalle regioni idrofobi- 
che delle proteine. Le teste dei fosfolipidi sono ri- 
volte verso il solvente. Non esiste il doppio strato 
lipidico. 
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C. Il modello a mosaico di lipidi e proteine globulari. 
Questo è il modello della Figura 11.3. I lipidi for- 
mano un doppio strato, dove sono immerse le pro- 
teine: alcune si estendono attraverso l’intero dop- 
pio strato, altre no. Le proteine sono ancorate nel 
doppio strato tramite interazioni idrofobiche tra le 
code idrofobiche dei lipidi e le regioni idrofobiche 
delle proteine. 

Tenendo conto dei dati presentati qui di seguito, spie- 

gate come queste informazioni si adattino a ciascu- 

no dei tre modelli sulla struttura delle membrane. 

Quale(i) modello(i) è quello più in linea con i dati? 

Quale se ne discosta? E quali sono le vostre riserve sui 

dati presentati e sulla loro interpretazione? 

(a) Quando le cellule venivano fissate, colorate con te- 
trossido di osmio ed esaminate al microscopio elet- 
tronico, le membrane mostravano una sorta di bi- 
nario, con due linee scure separate da uno strato 
non colorato. 

(b) Lo spessore delle membrane nelle cellule fissate e 
colorate allo stesso modo era di 5-9 nm. Lo spesso- 
re di un doppio strato lipidico “nudo”, cioè senza 
proteine, era compreso tra 4 e 4,5 nm. Lo spessore 
di un singolo strato di proteine era di 1 nm. 

(c) Singer scrisse: “La composizione amminoacidica 
delle proteine di membrana non è diversa da quel- 
la delle proteine solubili. In particolare, però, i re- 
sidui sono in gran parte idrofobici” (pagina 173). 

(d) Come descritto nei Problemi 1 e 2 di questo capito- 
lo, i ricercatori avevano estratto le membrane dalle 
cellule, ne avevano estratto i lipidi, e avevano con- 
frontato l’area del monostrato lipidico con l’area 
della membrana cellulare originale. L'interpretazio- 
ne dei risultati era però complicata dai dati presen- 
tati nel grafico del Problema 1: l’area del monostra- 
to dipendeva da quanto questo veniva compresso. 
Con compressioni leggere, il rapporto tra l’area del 
monostrato e quella della membrana cellulare era 


di circa 2,0. Per compressioni più elevate, anche se 
probabilmente più vicine alle condizioni cellulari, 
il rapporto era sostanzialmente inferiore. 

(e) La spettroscopia a dicroismo circolare utilizza la 
variazione della polarizzazione della luce UV per 
trarre informazioni sulla struttura secondaria delle 
proteine (vedi la Figura 4.10). Questa tecnica ha di- 
mostrato che le proteine di membrana contengono 
molte più a eliche che strutture p. Questo dato si 
applica soprattutto alle proteine di membrana che 
hanno struttura globulare. 

(f) La fosfolipasi C è un enzima che rimuove la testa po- 
lare dei fosfolipidi (compreso il fosfato). Alcuni stu- 
di hanno dimostrato che il trattamento delle mem- 
brane intatte con fosfolipasi C rimuove circa il 70% 
delle teste polari, senza distruggere l’“intelaiatura” 
della membrana. 

(g) Singer descrisse “una glicoproteina di peso molecola- 
re intorno a 31 000 nelle membrane dei globuli rossi 
umani, che viene scissa mediante trattamento con 
tripsina, per produrre un glicopeptide solubile del 
peso molecolare di circa 10 000, mentre le porzio- 
ni rimanenti sono nettamente idrofobiche” (pagina 
207). Il trattamento con tripsina non causa cambia- 
menti evidenti nella membrana, che rimane sostan- 
zialmente intatta. 

La rassegna di Singer includeva molti altri studi in que- 

sto settore. Per concludere, però, i dati disponibili nel 

1971 non hanno definitivamente dimostrato che il mo- 

dello C fosse quello giusto. Ma con l’aggiungersi di altri 

dati questo modello della struttura delle membrane è 

stato accettato dalla comunità scientifica. 
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a capacità delle cellule di ricevere e di rispondere 
a segnali che arrivano dall’esterno della membrana 
plasmatica è un processo fondamentale per la vita. 
Le cellule batteriche ricevono un flusso costante di in- 
formazioni dai loro recettori di membrana, che sondano 
il mezzo circostante per quanto riguarda il pH, la forza 
osmotica, la disponibilità di sostanze nutrienti, di ossige- 
no e di luce, ma anche la presenza di sostanze nocive, di 
predatori e di competitori per il cibo. Questi segnali in- 
ducono specifiche risposte, come il movimento verso il 
cibo, la fuga da composti tossici e la formazione di spore 
quiescenti in un mezzo povero di sostanze nutrienti. Ne- 
gli organismi multicellulari le cellule con funzioni diver- 
se si scambiano un gran numero di informazioni e di se- 
gnali. Le cellule delle piante rispondono agli ormoni del- 
la crescita e a variazioni nell’intensità della luce solare. 
Le cellule degli animali si scambiano informazioni sulla 
concentrazione di ioni e di glucosio nei fluidi extracel- 
lulari, sulle attività metaboliche interdipendenti che av- 
vengono in tessuti diversi e sulla loro corretta posizione 
durante lo sviluppo embrionale. 
In questi casi il segnale rappresenta l'informazione, che 
viene rilevata da recettori specifici e convertita in una ri- 


sposta cellulare che implica sempre un processo chimico. 
Questa conversione dell’informazione in una modificazio- 
ne chimica, la trasduzione del segnale, è una proprietà 
universale delle cellule viventi. 


12.1 Caratteristiche generali 
della trasduzione del segnale 


Le vie di trasduzione del segnale sono molto specifiche ed 
estremamente sensibili. La specificità deriva dall’esatta 
complementarità strutturale tra le molecole di segnale e 
i recettori (Figura 12.1a), a cui partecipa lo stesso tipo di 
forze deboli (non covalenti) che mediano le interazioni en- 
zima-substrato o antigene-anticorpo. Negli organismi mul- 
ticellulari la specificità è ulteriormente incrementata dal 
fatto che i recettori per un dato segnale sono presenti sol- 
tanto in un certo tipo di cellule. Per esempio, l'ormone che 
rilascia la tireotropina genera risposte nelle cellule dell’i- 
pofisi anteriore ma non negli epatociti, che sono privi del 
recettore per questo ormone. Ladrenalina modifica il me- 
tabolismo del glicogeno negli epatociti ma non negli adi- 
pociti; in questo caso entrambi i tipi cellulari possiedono 
il recettore per l'ormone, ma mentre negli epatociti sono 
presenti il glicogeno e l'enzima che lo metabolizza (stimo- 
lato dall’adrenalina), gli adipociti ne sono privi. Gli adipo- 
citi rispondono all’adrenalina rilasciando acidi grassi dai 
triacilgliceroli ed esportandoli agli altri tessuti. 

La straordinaria sensibilità delle vie di trasduzione del 
segnale dipende da tre fattori: l’alta affinità dei recetto- 
ri per le molecole di segnale, la cooperatività nell’intera- 
zione ligando-recettore (spesso ma non sempre) e l’am- 
plificazione del segnale mediante una cascata enzima- 
tica. L’affinità tra il segnale (ligando) e il suo recettore 
può essere espressa dalla costante di dissociazione Ki, 
molto spesso con valori intorno a 10 !° m o anche me- 
no; ciò significa che il recettore può identificare le mole- 
cole di segnalazione anche a concentrazioni picomolari. 
Le interazioni recettore-ligando possono essere quanti- 
ficate mediante il grafico di Scatchard, con cui si ottiene 
una misura quantitativa dell’affinità (K) e del numero 
dei siti di legame del ligando in un campione di recetto- 
re (Box 12.1). 

La cooperatività nelle interazioni ligando-recettore 
determina una grande variazione nello stato di attivazio- 
ne del recettore in risposta a una piccola variazione della 
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(a) Specificità 
Alcune molecole segnale 
si legano a un sito 


complementare 

sul recettore; altre 

non possono invece 

adattarsi al sito. } 
Risposta 

(b) Amplificazione Segnale 


Quando enzimi attivano 
altri enzimi, il numero 
di molecole coinvolte 


aumenta geometricamente, Enzima 1 


generando una cascata Fre 4 i 
enzimatica. ® ® 


Enzima 2 | | 2 | 


+ did À 


Enzima 3 


i 4 
i 5] RISING] 


(c) Modularità 

Le proteine con affinità 
polivalenti formano diversi 
complessi di segnalazione 
a partire da moduli 

tra loro intercambiabili. 


Segnale 


Risposta 


concentrazione del ligando (si ricordi l’effetto della coope- 
ratività sul legame dell’ossigeno all’emoglobina; vedi la Fi- 
gura 5.12). amplificazione inizia con l'attivazione di un 
singolo enzima associato al recettore del segnale, che a sua 
volta catalizza l'attivazione di molte molecole di un secon- 
do enzima, ognuna delle quali determina poi l'attivazione 
di un terzo enzima e così via, in quella che viene chiama- 
ta una cascata enzimatica (Figura 12.1b). Con queste ca- 
scate si possono ottenere amplificazioni di diversi ordini di 
grandezza in pochi millisecondi. È necessario anche che la 
risposta allo stimolo cessi affinché gli effetti siano propor- 
zionali all’intensità dello stimolo iniziale. 

La modularità di interazione delle proteine di segna- 
lazione permette alla cellula di miscelare e di accoppiare 
molecole di segnalazione per creare complessi con diffe- 
renti funzioni o localizzazioni cellulari. Molte proteine di 
segnalazione sono costituite da molti domini che sono in 
grado di riconoscere caratteristiche specifiche presenti 
su altre proteine, sul citoscheletro o sulla membrana pla- 
smatica; la polivalenza dei singoli moduli permette l’or- 
ganizzazione di una vasta gamma di complessi multien- 
zimatici. Un tema comune in questo tipo di interazioni è 
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Segnale 


(d) Desensibilizzazione/adattamento 
L’attivazione del recettore @ 
innesca un circuito retroattivo Tasdi 

che spegne il recettore 2 Recettore 

o lo rimuove dalla superficie 3 


cellulare. 

Risposta 
(e) Integrazione Segnale 1 Segnale 2 
Quando due segnali hanno , 4 
effetti opposti sulla stessa (O) 
caratteristica metabolica, = 
come la concentrazione Recettore Recettore 
di un secondo messaggero X 1 2 
o il potenziale di membrana 
V,» la regolazione finale I } 
è il risultato di un segnale t[x]o tv, Ù [X] o (a 


integrato proveniente n v di 
da entrambi i recettori. Net A[X] 0 AV, 


j 


Risposta 


Figura 12.1 Le cinque caratteristiche fondamentali dei sistemi 
di trasduzione del segnale. 


il legame di una proteina di segnalazione modulare a re- 
sidui fosforilati presenti su un’altra proteina. L'interazio- 
ne che si genera può essere regolata per fosforilazione o 
per defosforilazione della proteina partner (Figura 12.1c). 
Le proteine di sostegno (scaffold), pur non avendo atti- 
vità di tipo enzimatico, hanno però la capacità di legare 
diversi enzimi e prendono parte alle cascate tenendo in- 
sieme queste proteine, assicurando la loro interazione a 
livello di localizzazioni intracellulari ben specifiche nei 
momenti opportuni. 

La sensibilità dei sistemi recettoriali è soggetta a mo- 
dificazioni. Se il segnale perdura nel tempo, si ha una de- 
sensibilizzazione del recettore (Figura 12.1d), ma quan- 
do lo stimolo scende al di sotto di un livello critico, il siste- 
ma riacquista la sua sensibilità. Pensate a cosa accade al 
nostro sistema visivo di trasduzione del segnale quando si 
passa dalla luce al buio e viceversa. 

Infine, una interessante caratteristica dei sistemi di tra- 
sduzione del segnale è l'integrazione (Figura 12.1e), cioè 
la capacità di ogni singolo sistema di ricevere più segnali 
e di produrre una risposta appropriata alle necessità delle 
cellule o dell’organismo. Differenti vie di segnalazione si 
integrano a vicenda, a diversi livelli, generando una quan- 
tità di complesse interazioni, che mantengono l’omeostasi 
sia nella cellula sia nell'organismo. 

La ricerca sulla trasmissione dei segnali ha rivelato che 
i meccanismi di segnalazione si sono conservati durante l’e- 
voluzione. Anche se il numero dei segnali è probabilmente 
dell’ordine di migliaia e le diverse risposte ai segnali sono al- 
trettanto numerose, i meccanismi molecolari che presiedo- 
no alla trasduzione dei segnali comprendono una decina di 
componenti proteici di base (Tabella 12.1). 
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Box 12.1 


Le azioni cellulari indotte da un ormone iniziano quando 
questa molecola (il ligando L) si lega specificamente e 
saldamente al suo recettore proteico, R, sulla cellula ber- 
saglio. Il legame è mediato da interazioni non covalenti 
(legami idrogeno, interazioni idrofobiche ed elettrosta- 
tiche) tra le superfici complementari del ligando e del 
recettore. Questa interazione recettore-ligando innesca 
una modificazione conformazionale che altera l’attività 
biologica del recettore, che può essere un enzima, un 
regolatore di un enzima, un canale ionico oppure un re- 
golatore dell’espressione di un gene. 
Le proprietà del legame tra recettore e ligando possono 
essere descritte dall’equazione 
R _+L_ 3 RL 

Recettore Ligando Complesso recettore-ligando 
Questo legame, come quello di un enzima al suo sub- 
strato, dipende dalla concentrazione dei composti che 
devono interagire ed è definito da una costante di equi- 
librio: 


Rai 
R + Ls RL 
Recettore Ligando ‘Complesso recettore-ligando 
RL k4i 
ian L 1 = È = 1/ Ka 
IRIIL] Ra 


dove K, è la costante di associazione e K è la costante 
di dissociazione. 

Come nel caso del legame del substrato all’enzima, an- 
che il legame recettore-ligando è saturabile. Più ligando 
si aggiunge a una quantità fissa di recettore, maggiore è 
la frazione di recettore che viene occupata dal ligando 
(Figura 1a). Una misura approssimativa dell’affinità 
del recettore per il ligando si può ottenere valutando la 
concentrazione di ligando necessaria a saturare metà dei 
siti del recettore. Il grafico di Scatchard del legame 
del recettore consente una stima sia della costante di 
dissociazione sia del numero di siti di legame presenti in 
una data preparazione. Quando il legame ha raggiunto 
l'equilibrio, il numero totale dei siti di legame, Bmaw 
corrisponde al numero dei siti non occupati (liberi), 
indicati da [R], più i siti occupati (legati) dal ligando, 
[RL]. Quindi, Bay = [R] + [RL]. Il numero dei siti non 
occupati può essere espresso in termini di siti totali 
meno i siti occupati: [R] = B.,ax — [RL]. La costante di 
equilibrio può ora essere ottenuta da 


[RL] 
[L](Bmax — [RL]) 


a 


Risolvendo, si ottiene il rapporto tra ligando legato al 
recettore e ligando libero, cioè 
[Legato] _ [RL] 
[Libero] [L] 


= K,(Bmax — [RL]) 
= (Bus [RL]) 
Ki max 
uesta Iorma dell'equazione consente di creare un 
forma dell’equazi di 


grafico del rapporto [Legato]/[Libero] in funzione di 
[Legato]; si ottiene una linea retta con una pendenza 


Il grafico di Scatchard quantifica l'interazione recettore-ligando 


paria —K, (oppure —1/K;) e un’intercetta sull’asse delle 
ascisse pari a Bay, il numero massimo di siti di legame 
(Figura 1b). Questo tipo di indagine effettuata su diversi 
complessi recettore-ormone ha stabilito che i valori di Ki 
sono di solito compresi tra 107? e 107! m, corrispondenti 
a un legame molto saldo del ligando. 

Il grafico di Scatchard è affidabile peri casi più semplici, 
ma, come accade per il grafico di Lineweaver-Burk per 
gli enzimi, quando il recettore è una proteina allosterica 
si possono osservare deviazioni dalla linearità. 


Legame totale 
3 
Ba 
(of «pe 
1a) Legame specifico 
Nn 
Ro) 
(>) 
£ 
o 
E 
Ra 
° 
Legame non specifico 
(a) Ormone totale aggiunto, [L] + [RL] 
£|E 
# Pend ARE 
ss endenza = Ki 
s|® 
Ss 
VO|UV 
S| gs 
o|o 
E Berax 
S|Ò f 
(b) Ormone legato, [RL] 


Figura 1 Il grafico di Scatchard per le interazioni recettore-ligando. 
Un ligando radiomarcato (L), per esempio un ormone, viene 
aggiunto in concentrazioni diverse a una quantità fissa di recettore 
(R), e la frazione di ormone legata al recettore viene determinata 
separando il complesso recettore-ormone (RL) dall'ormone libero 
(L). (a) Un grafico di [RL] in funzione di [L] + [RL] (ormone totale 
aggiunto) genera una curva con un andamento iperbolico, che 
tende a raggiungere un valore massimo per [RL] man mano che i siti 
del recettore vengono saturati. Per controllare se vi è un legame non 
specifico e non saturabile (per esempio, se gli ormoni eicosanoidi 

si legano in modo non specifico al doppio strato lipidico) è anche 
necessaria una serie separata di esperimenti di legame. Sono state 
aggiunte al recettore piccole quantità di ormone radioattivo e 
subito dopo è stato aggiunto un forte eccesso di ormone freddo 
(non radioattivo). Nel caso dei siti saturabili sul recettore, le molecole 
fredde competono con quelle radioattive per il legame specifico 

a un sito saturabile sul recettore, ma nel caso di un legame non 
specifico non vi è alcuna competizione tra molecole calde o fredde. 
Il valore reale di legame è quindi il legame totale a cui si deve 
sottrarre quello non specifico. (b) La linea retta nel grafico di [RL]/ 
[L] in funzione di [RL] fornisce i valori di Kj e di Bmax del complesso 
recettore-ormone. Confrontate questo grafico con quello di Vo 

in funzione di [S] e di 1/V; in funzione di 1/[S] per un complesso 
enzima-substrato (vedi la Figura 6.12 e il Box 6.1). 
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BM Tabella 12.1 Alcuni segnali a cui rispondono le cellule 


Antigeni 

Componenti della matrice 
extracellulare 

Fattori di crescita 

Feromoni 

Glicoproteine/oligosaccaridi 
della superficie cellulare 

Ipossia 


Luce 

Molecole odorose 
Neurotrasmettitori 
Nutrienti 

Ormoni 

Sapori 

Segnali di sviluppo 
Segnali tattili 


In questo capitolo prenderemo in esame alcuni esem- 
pi delle più importanti classi di meccanismi di segnalazio- 
ne, esaminando il modo con cui i meccanismi si integrano 
per dare specifiche risposte biologiche, come la trasmis- 
sione dei segnali neuronali, il controllo del ciclo cellulare, 


la risposta agli ormoni e 
la vista, dell’olfatto e del 


ai fattori di crescita, il senso del- 
tatto. Spesso il risultato finale di 


una via di segnalazione consiste nella fosforilazione di al- 
cune specie proteiche delle cellule bersaglio, che modu- 


lano la propria attività e 


quindi l’attività dell'intera cellu- 


la. Discuteremo anche i principali meccanismi di conser- 
vazione della trasduzione dei segnali biologici, e l’adatta- 
mento di questi meccanismi di base a una vasta gamma di 


vie di segnalazione. 
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re; il recettore attivato interagisce con il meccanismo mo- 
lecolare cellulare, producendo un secondo segnale o va- 
riando l’attività di una proteina endocellulare; l’attività 
metabolica della cellula bersaglio va incontro a un cam- 
biamento e il processo di trasduzione ha termine. Forni- 
remo ora alcuni esempi di sei tipi diversi di recettori, per 
meglio illustrare le caratteristiche generali dei sistemi di 
segnalazione (Figura 12.2). 


1. Recettori accoppiati alle proteine G, che attivano indi- 
rettamente (attraverso le proteine che legano il GTB, 0 
proteine G) enzimi che generano i secondi messagge- 
ri. Questo tipo di recettore è illustrato dal sistema re- 
cettoriale B-adrenergico, sensibile all’adrenalina (Se- 
zione 12.2). 

2. I recettori con attività tirosina chinasica, presenti nella 
membrana plasmatica, hanno anche attività enzima- 
tica. Quando uno di questi recettori viene attivato dal 
suo ligando extracellulare, catalizza la fosforilazione di 
diverse proteine citosoliche o di membrana. Il recetto- 
re dell’insulina è un esempio di recettore tirosina chi- 
nasico (Sezione 12.3); altro esempio è quello del recet- 
tore del fattore di crescita dell’epidermide (EGFR). 

3. Recettori con attività guanilil ciclasica, anch'essi presen- 


Prenderemo in considerazione i dettagli molecolari di 
alcuni sistemi fra i più rappresentativi della trasduzione 
del segnale, classificati secondo il tipo di recettore. L’in- 
nesco del segnale è diverso per ciascun sistema, ma le ca- 
ratteristiche generali della trasduzione del segnale sono 
abbastanza simili: un segnale interagisce con un recetto- 


1.Recettori accoppiati 
alle proteine G 
Il legame di un ligando 
esterno (L) al recettore (R) 
attiva una proteina 
intracellulare che lega il GTP 
(G); essa a sua volta regola 
l’attività di un enzima (Enz), 
che genera un secondo 
messaggero intracellulare (X). 


2a. Recettore con attività 
tirosina chinasica 


3. Recettore con 
attività guanilil 


Il legame del ligando ciclasica 
innesca l’attività tirosina Il legame del ligando 
chinasica mediante al dominio 


autofosforilazione. 


extracellulare stimola 
la formazione del 
secondo messaggero, 
il GMP ciclico (CGMP). 


4. Canale ionico 
controllato 
Si apre 
e si chiude 
in risposta alla 
concentrazione 
del ligando 
segnale 
o al potenziale 
di membrana. 


ti nella membrana plasmatica, con un dominio citopla- 
smatico ad attività enzimatica. Il secondo messaggero 
intracellulare formato per azione di questi recettori, la 
guanosina monofostato ciclica (CGMP), attiva una pro- 
teina chinasi citosolica, che fosforila proteine endocel- 
lulari, modulandone l’attività (Sezione 12.4). 


5. Recettore di adesione 
(integrina) 
Lega molecole della 
matrice extracellulare, 
cambia la propria 
conformazione e altera 
l'interazione con il 


citoscheletro. 
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trascrizione, 
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I] 
6. Recettore nucleare / 


Proteina 


mRNA 
DNA 


Lea 


Figura 12.2 Sei tipi generali di trasduttori di segnali. 


(È Proteina 


mRNA 


Il legame dell’ormone 
permette al recettore 

di regolare l’espressione 
di geni specifici. 
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4. Canali ionici controllati della membrana plasmatica, 
che si aprono e si chiudono in risposta al legame di un 
ligando o a variazioni del potenziale transmembrana. 
Sono questi i trasduttori più semplici. Il canale ionico 
recettore dell’acetilcolina è un esempio di canale ioni- 
co controllato (Sezione 12.6). 

5. Recettoridi adesione, che interagiscono con componenti 
macromolecolari della matrice extracellulare (come il 
collageno) e trasmettono al citoscheletro le istruzioni 
ricevute relative alla migrazione della cellula o all’ade- 
sione alla matrice. Le integrine sono esempi di questo 
tipo di meccanismo di trasduzione (Sezione 12.7). 

6. Recettori nucleari, che si legano a specifici ligandi (per 
esempio all’ormone estrogeno) e alterano la velocità 
con cui geni specifici vengono trascritti e tradotti in 
proteine cellulari. Poiché gli ormoni steroidei funzio- 
nano attraverso meccanismi strettamente legati alla re- 
golazione dell’espressione genica, in questo capitolo li 
tratteremo solo brevemente (Sezione 12.8), rimandan- 
do il lettore al Capitolo 28 per una dettagliata discus- 
sione della loro azione. 


Iniziando la discussione sulla segnalazione biologica, sa- 
rà bene fare qualche commento sulla nomenclatura del- 
le proteine che vi partecipano. In genere queste proteine 
prendono il nome dal particolare contesto in cui è avve- 
nuta la loro scoperta. Ma in seguito, quando si scopre che 
agiscono anche in altri contesti, cioè hanno una gamma 
più vasta di funzioni, la denominazione originale non ri- 
sulta appropriata. Per esempio, la proteina del retinobla- 
stoma (pRb) è stata così denominata perché è il sito di una 
mutazione che determina l’insorgenza di una forma di tu- 
more della retina (il retinoblastoma), ma è stato accerta- 
to in seguito che essa interviene in molti altri processi es- 
senziali per la divisione cellulare in tutte le cellule, non 
solo in quelle della retina. D’altro canto, alcuni geni e al- 
cune proteine non hanno un nome appropriato. La pro- 
teina soppressore tumorale p53, per esempio, è una pro- 
teina di 53 kDa, ma il suo nome non dà alcuna informazio- 
ne sulla sua importanza nella regolazione della divisione 
cellulare e nell’insorgenza del cancro. In questo capitolo 
le proteine della trasduzione del segnale verranno indica- 
te, man mano che se ne presenterà l’occasione, col nome 
dato originariamente dai ricercatori che le hanno scoper- 
te. Non bisogna scoraggiarsi se sarà difficile familiarizza- 
re subito con la nomenclatura delle diverse proteine che 
verranno trattate. 


SOMMARIO 12.1 
Caratteristiche generali della trasduzione 
del segnale 

e Tutte le cellule hanno meccanismi di trasduzione del 
segnale molto sensibili, che si sono conservati durante 
l’evoluzione. 

e Una grande varietà di stimoli agisce grazie alla me- 
diazione di recettori proteici specifici localizzati nella 
membrana plasmatica. 

e Irecettori si legano al segnale molecolare, iniziano un 
processo che amplifica il segnale, integrandolo anche 
con l’intervento di altri recettori, e trasmettono l’infor- 
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mazione all’interno della cellula. Se il segnale perdura, 
la desensibilizzazione del segnale riduce o termina la 
risposta. 

e Gli organismi multicellulari possiedono sei tipi genera- 
li di meccanismi di segnalazione biologica: le proteine 
della membrana plasmatica, che agiscono tramite l’in- 
tervento delle proteine G; i recettori con attività tirosi- 
na chinasica; i recettori con attività guanilil ciclasica, 
che agiscono tramite l’intervento di una proteina chi- 
nasi; i canali ionici controllati; i recettori di adesione, 
che trasportano l'informazione dalla matrice cellulare 
al citoscheletro; i recettori nucleari, che legano gli ste- 
roidi e modulano l’espressione genica. 


I recettori accoppiati alle proteine G 
e i secondi messaggeri 

Come suggerito dal loro nome, i recettori accoppiati al- 
le proteine G (GPCR) sono recettori strettamente asso- 
ciati a un membro della famiglia della proteina che le- 
ga i nucleotidi guanosilici (proteina G). La trasduzio- 
ne del segnale tramite i GPCR ha tre componenti essen- 
ziali: un recettore localizzato sulla membrana plasmatica 
provvisto di sette eliche transmembrana, una proteina G 
che passa ciclicamente dalla forma attiva (con il GTP le- 
gato) alla forma inattiva (con il GDP legato) e un enzima 
effettore (o un canale ionico), anch'esso localizzato nella 
membrana plasmatica e regolato dalla proteina G attiva- 
ta. Una volta stimolata dal recettore attivato, la proteina G 
scambia il suo GDP con GTP si dissocia dal recettore e si 
lega a una proteina enzimatica effettrice localizzata nel- 
le vicinanze, modulando la sua l’attività. enzima attiva- 
to genera quindi un secondo messaggero intracellulare, 
che a sua volta andrà a influenzare bersagli a valle. Il ge- 
noma umano codifica circa 350 di questi recettori GPCR 
che rispondono a ormoni, fattori di crescita e altri ligandi 
endogeni, e probabilmente 500 sono quelli che fungono 
da recettori olfattivi e gustativi. 

I recettori GPCR sembrano essere coinvolti in mol- 
F te forme di patologie umane, come le allergie, la 

depressione, la cecità, il diabete e varie malattie 
cardiovascolari, con gravi conseguenze per la salute dell’uo- 
mo. Quasi la metà di tutti i farmaci oggi sul mercato ha come 
bersaglio un recettore GPCR. Per esempio, il recettore 
B-adrenergico, che media gli effetti dell’adrenalina, è il ber- 
saglio dei B-bloccanti, prescritti per svariate condizioni pa- 
tologiche, come l’ipertensione, le aritmie cardiache, il glau- 
coma, l’ansia e l'emicrania. Almeno 150 dei GPCR codificati 
dal genoma umano sono “recettori orfani”: i loro ligandi na- 
turali non sono stati ancora individuati, e quindi le loro fun- 
zioni biologiche sono ancora sconosciute. Il recettore 
B-adrenergico, di cui sono ormai noti alcuni suoi aspetti fun- 
zionali e farmacologici, è il prototipo di tutti i recettori GPCR, 
quindi la nostra discussione sui sistemi di trasduzione del se- 
gnale comincerà da questa proteina. O 


e Ilsistemarecettoriale }-adrenergico agisce tramite 

un secondo messaggero, il CAMP 
Padrenalina dà il segnale d’allarme quando, di fronte a un 
pericolo, l'organismo mette in moto i propri sistemi che 
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generano energia; essa segnala la condizione di “combat- 
ti o fuggi”. La sua azione ha inizio quando si lega a un re- 
cettore proteico della membrana plasmatica di una cellu- 
la sensibile all’adrenalina. I recettori adrenergici sono 
di quattro tipi - 0, &2, pi e Ba - definiti in base alle diffe- 
renze di affinità e alle risposte a un gruppo di agonisti e 
antagonisti. Gli agonisti sono analoghi strutturali che si 
legano ai recettori e simulano gli effetti del ligando natu- 
rale; gli antagonisti sono analoghi che si legano ai recet- 
tori senza provocare alcun effetto, quindi bloccano l’ef- 
fetto degli agonisti, ivi inclusi quelli del ligando naturale. 
In alcuni casi l’affinità dell’agonista sintetico o dell’anta- 
gonista per il recettore è più elevata di quella dell’agoni- 
sta naturale (Figura 12.3). 

I quattro tipi di recettori adrenergici si trovano in dif- 
ferenti tessuti bersaglio e mediano risposte differenti in ri- 
sposta all’adrenalina. Noi rivolgeremo l’attenzione ai re- 
cettori p-adrenergici del muscolo, del fegato e del tessu- 
to adiposo. Queste risposte provocano variazioni nel me- 
tabolismo dei combustibili, come descritto nel Capitolo 
23, tra cui la degradazione del glicogeno e dei grassi. I re- 
cettori adrenergici Bj e B. agiscono con uno stesso mec- 
canismo, quindi col termine “B-adrenergico” ci si riferirà 
ad ambedue i tipi. 

Come tutti i GPCR, anche il recettore B-adrenergico 
è una proteina integrale di membrana, con sette regioni 
idrofobiche di 20-28 residui amminoacidici che attraver- 
sano sette volte la membrana (da cui la denominazione 
alternativa per i recettori GPCR di recettori a sette eli- 
che). Il legame dell’adrenalina al sito specifico del recet- 
tore, in profondità all’interno della membrana plasmatica 
(Figura 12.4a, tappa ©), promuove una variazione con- 
formazionale nel dominio intracellulare che si ripercuo- 
te sull’interazione con la proteina G associata, favorendo 
la dissociazione del GDP e il legame del GTP (tappa @). 
Per tutti i GPCR, la proteina G è eterotrimerica, cioè com- 
posta da tre subunità differenti: a, f e y. Questo tipo di 
proteine G è quindi conosciuto come proteina G trime- 
rica. La subunità che lega il GDP o il GTP e che trasmet- 
te il segnale dal recettore attivato alla proteina effettrice 
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Figura 12.3 L'adrenalina e i suoi analoghi sintetici. L'adrenalina, 
chiamata anche epinefrina, viene rilasciata dalla corteccia 

surrenale e regola la produzione di energia nel metabolismo 

del muscolo, del fegato e del tessuto adiposo. Essa serve anche 
come neurotrasmettitore nei neuroni adrenergici. La sua affinità 

per il recettore viene espressa dalla costante di dissociazione del 
complesso recettore-ligando. L'isoproterenolo e il propranololo 
sono analoghi sintetici: il primo è un agonista con un'affinità per il 
recettore maggiore rispetto a quella dell'adrenalina; il secondo è un 
antagonista con affinità estremamente elevata. 


è la subunità a. Quando la proteina G attiva il suo effet- 
tore, viene chiamata proteina G stimolatoria, 0 G,. Co- 
me altre proteine G (Box 12.2), anche la G, funziona co- 
me un “interruttore” biologico: quando il sito di legame 
del nucleotide della G, (sulla subunità a) è occupato dal 
GTP la G; viene attivata, e a sua volta attiva la sua pro- 
teina effettrice (che, in questo caso, è l’adenilil ciclasi); 
quando invece il sito è occupato dal GDP, la G, è disatti- 
vata. Nella forma attiva, le subunità e y della G, si dis- 
sociano dalla subunità a sotto forma di dimero By, e la 
Gsa con il GTP legato, si sposta lungo il piano della mem- 
brana dal recettore fino a una molecola vicina di adeni- 
lato ciclasi (tappa ©@). La Gs viene mantenuta legata al- 
la membrana da un gruppo palmitilico legato covalente- 
mente (vedi la Figura 11.15). 

Ladenilil ciclasi è una proteina integrale della mem- 
brana plasmatica, col sito attivo rivolto verso la faccia ci- 
toplasmatica. associazione della Gy, con l’adenilil ciclasi 
attiva l'enzima, che sintetizza il CAMP a partire dall’ATP 
(Figura 12.4a, tappa ©; vedi anche la Figura 12.4b), au- 
mentando così la concentrazione citosolica del CAMP L'in- 
terazione tra la G,, e l’adenilil ciclasi è possibile solo se la 
Gu è legata al GTP 

La stimolazione da parte della G,, è limitata nel tempo; 
la G, ha anche un'attività intrinseca GTPasica che inattiva 
se stessa, convertendo il GTP legato in GDP (Figura 12.5). 
La Gwy Ora inattiva, si dissocia dall’adenilil ciclasi, renden- 
do la ciclasi inattiva. La Gy si riassocia con il dimero By 
(Gspy), e la G, inattiva è di nuovo disponibile per interagi- 
re con un recettore legato all’ormone. 

Il ruolo della G,, come "interruttore" biologico non è 
unico. Una serie di proteine G agisce in molti processi che 
coinvolgono la fusione o la scissione di membrana (Box 
12.2). Sg Trimeric G Proteins: Molecular On/Off Switches 

L’adrenalina esercita i suoi effetti a valle attraverso l’au- 
mento di [cAMP] che deriva dall’attivazione dell’adenila- 
to ciclasi. A sua volta l’AMP ciclico attiva allostericamente 
la proteina chinasi cAMP-dipendente, chiamata anche 
proteina chinasi A, o PKA (Figura 12.4a, tappa ©), che 
catalizza la fosforilazione di specifici residui di Ser o Thr 
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Figura 12.4 Trasduzione del segnale dell’adrenalina: la 

via f-adrenergica. (a) Il meccanismo che accoppia il legame 
dell'adrenalina al suo recettore e all'attivazione dell'adenilato ciclasi; 
i sette passaggi sono esaminati più in dettaglio nel testo. La stessa 
molecola di adenilato ciclasi della membrana plasmatica può essere 
regolata da una proteina stimolatoria (G 
e da una proteina inibitrice (G, non mostrata). Gy e G sono controllate 


presenti sulle proteine bersaglio, compresa la glicogeno 
fosforilasi b chinasi. Questo enzima è attivo quando viene 
fosforilato e può dare inizio al processo di mobilizzazione 
delle riserve di glicogeno nel muscolo e nel fegato, in ri- 
sposta a una richiesta energetica segnalata dall’adrenalina. 

La forma inattiva della PKA contiene due subunità ca- 
talitiche identiche (C) e due subunità regolatrici identiche 
(R) (Figura 12.6a). Il complesso tetramerico R;C; è catali- 


s), come mostrato nella figura, 


ciclico 
(cAMP) 


da ormoni di diversa natura. Gli ormoni che inducono il legame del 
GTP alla proteina G causano l'inibizione dell'adenilato ciclasi, e 
quindi una diminuzione della concentrazione intracellulare del CAMP. 
(b) Azione combinata degli enzimi che catalizzano le tappe © e @, 
cioè la sintesi e l'idrolisi delsecondo messaggero cAMP  catalizzate 
dall'adenilil ciclasi e dalla cAMP fosfodiesterasi. 


ticamente inattivo, in quanto un dominio di autoinibizio- 
ne di ciascuna subunità R occupa il sito di legame del sub- 
strato di ciascuna delle due subunità C. Quando il CAMP si 
lega alle subunità R, queste vanno incontro a una modifi- 
cazione conformazionale che sposta il dominio autoinibi- 
tore di R fuori del dominio catalitico di C: il complesso R2C2 
si dissocia, liberando le due subunità C ora attive. Lo stesso 
meccanismo di base, cioè lo spiazzamento di un dominio 
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(4) Il GTP legato a G,, viene idrolizzato dall’attività GTPasica 


intrinseca alla stessa proteina G,,; in tal modo questa proteina 


si autospenge. La subunità a inattiva si associa nuovamente 
alle subunità f e y. 


Figura 12.5 L'interruttore GTPasi. Le proteine G si alternano in 
modo ciclico tra il legame al GDP (spente, inattive) o al GTP (accese, 
attive). L'attività GTPasica intrinseca della proteina G, in molti casi 
stimolata da proteine RGS (che regolano la segnalazione delle 
proteine G; vedi il Box 12.2), determina la velocità con cui il GTP viene 
idrolizzato a GDP e quanto a lungo deve restare attiva la proteina G. 


autoinibitore, media l’attivazione allosterica di molte pro- 
teina chinasi da parte del secondo messaggero (vedi le Fi- 
gure 12.14 e 12.22). La struttura del sito che lega il substra- 
to della PKA è il prototipo per tutte le altre proteina china- 
si conosciute (Figura 12.6b); alcuni residui nel sito attivo 
sono identici nei siti attivi delle oltre 1000 proteina chinasi 
conosciute. Il sito di legame dell'ATP di ogni subunità ca- 
talitica posiziona perfettamente l’ATP per il trasferimento 
del suo gruppo fosforico terminale (quello in posizione y) 
al gruppo —OH presente sulla catena laterale di un resi- 
duo di Ser o di Thr. 

Come illustrato nella Figura 12.4a (tappa ©), la PKA 
regola molti enzimi a valle della via di segnalazione (Ta- 
bella 12.2). Anche se i bersagli a valle hanno diverse fun- 
zioni, essi hanno in comune una sequenza vicino al resi- 
duo di serina o di treonina che viene fosforilato, sequen- 
za che li rende suscettibili di regolazione da parte della 
PKA. Il sito attivo della PKA riconosce queste sequenze 
e ne fosforila i residui di serina o di treonina. Il confron- 
to delle sequenze di diverse proteine substrato delle PKA 
ha condotto alla definizione di sequenza consenso, cioè 
della collocazione dei residui che hanno la funzione di 


“marcare” la serina o la treonina che devono essere fosfo- 
rilate (Tabella 12.2). 
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Figura 12.6 Attivazione della proteina chinasi CAMP- 
dipendente (PKA). (a) Quando la concentrazione del CAMP 

è bassa, le due subunità regolatorie identiche (R; in rosso) si 
associano con due identiche subunità catalitiche (C; in blu). In 
questo complesso RC, la sequenza inibitoria delle subunità R 

si trova nella fessura di legame del substrato della subunità C, e 
impedisce il legame delle proteine substrato. Il complesso è quindi 
cataliticamente inattivo. Le sequenze amminoterminali delle 
subunità R interagiscono per formare un dimero R2, il sito di legame 
della proteina di ancoraggio della chinasi A (AKAP; in verde), 
descritta più avanti nel testo. Quando [CAMP] aumenta, ciascuna 
subunità R lega due molecole di CAMP e va incontro a una drastica 
riorganizzazione strutturale, che provoca la fuoriuscita delle sue 
sequenze inibitorie dalla subunità C, rendendo disponibile il sito 

di legame del substrato e rilasciando le due subunità C nella loro 
forma cataliticamente attiva. (b) Una struttura cristallina che mostra 
parte del complesso R,C, (PDB ID 1U7E), con una subunità C (in 

blu) e parte della subunità R (due tonalità di rosso). La regione 

di dimerizzazione delle subunità R è stata omessa per ragioni di 
semplicità. Il lobo minore di C contiene il sito di legame dell'ATP, 
mentre il lobo maggiore circonda e definisce la fessura dove si 

lega la proteina substrato che va incontro a fosforilazione a livello 
di residui di serina o di treonina; il gruppo fosforico necessario 

a questa fosforilazione viene donato dall'ATP. In questa forma 
inattiva, la sequenza inibitoria di R (mostrata in rosso acceso) blocca 
la fessura di legame del substrato della subunità C e la inattiva. 
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Alfred G. Gilman e Martin Rodbell (Figura 1) scoprirono 
il ruolo cruciale svolto dalle proteine che legano i nucleo- 
tidi guanosinici (proteine G) in una vasta gamma di 
processi cellulari, che vanno dalla percezione sensoriale 
alla segnalazione per la divisione cellulare, alla crescita 
e al differenziamento, ai movimenti intracellulari delle 
proteine e delle vescicole, alla sintesi delle proteine. Il 
genoma umano codifica circa 200 di queste proteine, 
che differiscono per dimensioni e per numero di sub- 
unità, per localizzazione intracellulare e per funzione. 
Tutte, però, hanno una caratteristica comune: possono 
attivarsi e inattivarsi dopo breve tempo, agendo quindi 
da interruttori con un temporizzatore interno. Questa 
superfamiglia di proteine comprende le proteine G tri- 
meriche, coinvolte nella segnalazione adrenergica (G, e 
G;) e nella visione (trasducina); piccole proteine G, come 
quella coinvolta nella segnalazione insulinica (Ras), e 
altre coinvolte nel traffico delle vescicole (ARF e Rab), 
nel trasporto nel nucleo e fuori del nucleo (Ran; vedi 
la Figura 27.42), e nel timing del ciclo cellulare (Rho); 
altre ancora coinvolte nella sintesi proteica (fattore di 
inizio IF2 e fattori di allungamento EF-Tu ed EF-G, vedi 
il Capitolo 26). Molte proteine G possiedono molecole 
lipidiche covalentemente legate, che conferiscono loro 
affinità per la membrana e determinano la loro localiz- 
zazione cellulare. 

Tutte le proteine G hanno la stessa struttura centrale 
e usano uno stesso meccanismo per passare da una 


Analogo 
del GTP 


II 


Figura 2 La proteina Ras, il prototipo di tutte le proteine G (PDB 
ID 5P21). L'Mg?*-GTP viene mantenuto nella posizione adatta 
all'attivazione dell'adenilato ciclasi da residui cruciali che si trovano 
nell'ansa di legame del fosfato (in blu), dalla Thr° nella regione del 
switch | (in rosso) e dalla Gly9° nella regione del switch Il (in verde). 
L'Ala'*° conferisce la specificità preferenziale per il GTP rispetto 
all'ATP. In questa struttura, l'analogo del GTP non idrolizzabile 
Gpp(NH)p è alloggiato nel sito di legame del GTP. 


Figura 1 Alfred G.Gilman, a sinistra, e Martin Rodbell (1925-1998). 
I loro discorsi per il Nobel ricevuto per la scoperta e gli studi sulle 


proteine G sono consultabili collegandosi al sito www.nobelprize.org. 


forma inattiva, favorita dal legame al GDB a una forma 
attiva, favorita dal legame al GTP Useremo la proteina 
Ras, una molecola segnale di piccole dimensioni (circa 
20 kDa), come prototipo di tutte le proteine di questa 
superfamiglia (Figura 2). 

Nella conformazione che assume quando il GTP è legato, 
la proteina G espone regioni prima nascoste, chiamate 
interruttore (switch) I e interruttore II, che intera- 
giscono con proteine a valle nella via di segnalazione, 
fino a che la proteina G inattiva se stessa, idrolizzando il 
GTP a GDR Il residuo più importante, che determina la 
conformazione della proteina G, è il fosfato y del GTB che 
interagisce con una regione denominata ansa P (che lega 
il fosfato, Figura 3). Nella proteina Ras, il fosfato in posi- 
zione y del GTP si lega a un residuo di Lys nell’ansa Pe a 
due residui essenziali, la Thr *° nel switch I e la Gly° nel 
switch II, che formano legami idrogeno con gli ossigeni 
del fosfato ‘y del GTP. Questi legami idrogeno agiscono 
come due molle, che mantengono la proteina nella sua 


Figura 3 Quando il GTP legato viene idrolizzato dall'attività 
GTPasica della Ras e della sua GAP, la perdita dei legami idrogeno 
con la Thr®5 e la Gly°° fa sì che le regioni switch I e switch Il si 
rilassino e assumano una conformazione che non permette loro di 
interagire con le proteine bersaglio a valle, come, per esempio, la 


proteina Raf. 
> (segue) 
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Box 12.2 (segue) 


conformazione attiva. Quando il GTP viene scisso in GDP 
e il P; viene rilasciato, i legami idrogeno si rompono; la 
proteina si rilassa e assume la sua conformazione inattiva, 
nascondendo i siti che nella sua forma attiva interagi- 
scono con altri partner. PAla!!° forma legami idrogeno 
con gli ossigeni della guanina, permettendo al GTB non 
all’ATP di legarsi. 

Vattività GTPasica intrinseca delle proteine G aumenta 
fino a 10° volte per interazione con le proteine attiva- 
trici della GTPasi (GAP), chiamate anche, nel caso delle 
proteine G eterotrimeriche, regolatori delle proteine G 
segnale (RGS; Figura 4). Le GAP (e le RGS) determinano 
quindi quanto a lungo l’interruttore rimane “aperto”. 
Esse forniscono un residuo cruciale di Arg, che raggiunge 
il sito attivo della proteina G GTPasi e aiuta la catalisi. 
Il processo di per sé lento dello scambio GDP-GTP, che 
attiva la proteina, è catalizzato dai fattori di scambio 
dei nucleotidi guanilici (GEF), associati alle proteine 
G (Figura 4). 

Poiché le proteine G svolgono ruoli cruciali in molti pro- 
cessi di segnalazione, non sorprende quindi che i difetti 
nelle proteine G conducano a tutta una serie di malattie. 
In circa il 25% di tuttiitumori umani (ma la proporzione 
è più elevata in alcuni tipi di tumore) è riscontrabile una 
mutazione in una proteina Ras, di norma in uno dei resi- 
dui cruciali intorno al sito di legame del GTP nell’ansa P, 
che praticamente ne impedisce l’attività GTPasica. Una 
volta attivata tramite il legame del GTP, la proteina Ras 
rimane costitutivamente attiva, promuovendo la divi- 
sione di cellule che non dovrebbero dividersi. Il gene 
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Figura 4 Fattori che regolano l’attività delle proteine G (in verde). 
Le proteine G inattive (sia le piccole proteine G, come la Ras, che 

le proteine G eterotrimeriche, come la G;) interagiscono con i 
fattori di scambio GTP-GDP, i GEF [in rosa; spesso sono recettori 
attivati (*), come la rodopsina, i recettori B-adrenergici e le proteine 
Sosl, e si attivano in seguito al legame del GTP. In questa forma, le 
proteine G attivano gli enzimi effettori a valle (in celeste; enzimi 
come la cGMP fosfodiesterasi, l'adenilato ciclasi e la Raf). Le 
proteine attivatrici della GTPasi (nel caso delle piccole proteine G, 
le GAP) e i regolatori del segnale delle proteine G (RGS) (in giallo) 
determinano quanto a lungo la proteina G rimarrà attiva. 
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soppressore tumorale NFI codifica una proteina GAB che 
aumenta l’attività GTPasica della Ras normale. Una mu- 
tazione nel gene NF1 produce una GAP non funzionante 
e lascia alla Ras soltanto l’attività GTPasica intrinseca, 
che di per sé è molto debole (ha un numero basso di 
turnover); una volta attivata dal legame col GTP, la Ras 
rimane attiva e impartisce continuamente il segnale di 
divisione cellulare. 

Anche le proteine G eterotrimeriche difettose possono 
provocare malattie. Una mutazione del gene che codifica 
la subunità a della G, (che media le variazioni di [CAMP] 
in risposta a stimoli ormonali) può produrre una Gy 
permanentemente attiva o permanentemente inattiva. 
Mutazioni che conducono ad “attivazione” generalmente 
avvengono in residui cruciali per l’attività GTPasica e 
conducono a un aumento permanente di [cAMP], con 
conseguenze significative a valle, ivi inclusa una abnorme 
proliferazione cellulare. Per esempio, tali mutazioni si 
trovano in circa il 40% dei tumori dell’ipofisi (adenomi). 
Invece soggetti con una mutazione “inattivante” in G, 
non rispondono agli ormoni (come l'ormone tiroideo) 
che agiscono attraverso il cAMP. Le mutazioni nel gene 
per la subunità a della trasducina (T.), che è coinvolto 
nel processo di segnalazione della vista, portano a un 
tipo di cecità notturna, apparentemente dovuta all’inte- 
razione tra la subunità T, e la fosfodiesterasi dei baston- 
celli del segmento esterno (vedi la Figura 12.39). Una 
variazione di sequenza del gene che codifica la subunità B 
della proteina G eterotrimerica si trova comunemente in 
soggetti con ipertensione, e si pensa possa anche causare 
obesità e aterosclerosi. 

Alcuni batteri patogeni che causano il colera e la pertosse 
(tosse convulsa) producono tossine che hanno le proteine 
G come bersaglio, interferendo così sul processo di segna- 
lazione della cellula ospite. La tossina del colera, secreta 
da Vibrio cholerae nell’intestino dei soggetti infettati, è 
una proteina eterotrimerica. La subunità B riconosce e 
lega uno specifico ganglioside sulla superficie delle cel- 
lule epiteliali intestinali e fornisce una via alla subunità A 
per penetrare nelle cellule. Una volta penetrata nelle 
cellule, la subunità A si divide in due frammenti: il fram- 
mento A] e il frammento A2. A1 si associa al fattore di 
ADP-ribosilazione ARF6, una piccola proteina G della cel- 
lula ospite, tramite residui delle regioni switch I e switch 
II, accessibili solo se ’ARF6 si trova nella sua forma attiva 
(legata al GTP). Questa associazione con l’ARF6 attiva 
la A1, che catalizza il trasferimento dell’ADP ribosio 
dal NAD* al residuo di Arg dell’ansa P della subunità a 
della G, (Figura 5). L’ADP-ribosilazione blocca l’attività 
GTPasica della G, e quindi la rende permanentemente 
attiva. Ne risulta una continua attivazione della adenilil 
ciclasi delle cellule dell’epitelio intestinale, una [CAMP] 
costantemente elevata e una PKA costantemente attiva. 
La PKA fosforila i canali del CI CFTR (vedi il Box 11.2) 
e uno scambiatore Na*-H* delle cellule epiteliali intesti- 
nali. Il conseguente efflusso di NaCl provoca una massiva 
perdita di acqua attraverso l'intestino come risposta allo 
squilibrio osmotico. I sintomi principali del colera sono 


> (segue) 
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Box 12.2 (segue) 


infatti una grave disidratazione e la perdita di elettroliti, 
che possono risultare fatali se non si interviene con una 
tempestiva reidratazione. 

La tossina della pertosse, prodotta da Bordetella pertus- 
sis, catalizza ’ADP-ribosilazione della subunità a della 
G;, impedendo in questo caso lo scambio GDP-GTP e 
bloccando l’inibizione dell’adenilil ciclasi da parte della 
G;. Il batterio infetta le vie respiratorie, dove distrugge le 
cellule epiteliali ciliate che servono a eliminare il muco. 
Senza l’azione delle ciglia, solo una forte tosse può per- 


Ù 
poro C_NH> 


G, normale: l’attività GTPasica HO OH 
spegne il segnale che dal recettore 
giunge all’adenilil ciclasi. 


tossina 
del colera 
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mettere di eliminare i batteri. Il nome della malattia de- 
riva dalla tosse intensa di questi pazienti (che trasmette 
i batteri ad altri soggetti). Il motivo per cui il difetto di 
segnalazione da parte della proteina G colpisce le cellule 
epiteliali ciliate non è ancora stato chiarito. 

Poiché il numero dei recettori accoppiati alle proteine G 
codificati dal genoma umano è molto elevato, è probabile 
che studi futuri ci forniranno altri esempi di come un 
difetto nella segnalazione mediata dalle proteine G possa 
avere conseguenze sulla salute umana. 


(0) (0) 
I Il 
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Figura 5 Le tossine batteriche 

che causano il colera e la pertosse 
(tosse convulsa) sono enzimi che 
catalizzano il trasferimento del 
residuo di ADP-ribosio del NAD* a un 
residuo di Arg della G; (nel caso della 
tossina del colera, come mostrato 


G, ADP-ribosilata: l’attività 


O— Rib H Adenina nella figura) o a un residuo di Cys 


- della G; (nel caso della tossina della 
pertosse). Le proteine G modificate 
non rispondono più ai normali stimoli 
ormonali. La patologia in entrambi i 


GTPasica è inattivata; 
la G, attiva costantemente 
l’adenilato ciclasi. 


ADP-ribosio 


casi è la conseguenza di una difettosa 
regolazione dell'adenilil ciclasi e della 
sovrapproduzione di cAMP. 


MI Tabella 12.2 Alcuni enzimi e altre proteine regolati dalla fosforilazione cAMP-dipendente (da PKA) 


Enzima/proteina Sequenza fosforilata* Via metabolica/processo regolato 
Glicogeno sintasi RASCTSSS Sintesi del glicogeno 
Fosforilasi b chinasi 
subunità bai VEFRRLSI Demolizione del glicogeno 
subunità B RTKRSGSV 
Piruvato chinasi (fegato di ratto) GVLRRASVAZL Glicolisi 
Complesso della piruvato deidrogenasi (tipo L) GYLRRASV Da piruvato ad acetil-CoA 
Lipasi ormone-sensibile PMRRSV Mobilizzazione dei triacilgliceroli e 
ossidazione degli acidi grassi 
Fosfofruttochinasi-2/fruttosio 2,6-bisfosfatasi LQRRRGSSIPQ Glicolisi/gluconeogenesi 
Tirosina idrossilasi FIGRROSL Sintesi di L-dopa, dopamina, 
noradrenalina e adrenalina 
Istone H1 AKRKASGPPVS Condensazione del DNA 
Istone H2B KKAKASRKESYSVYVYK Condensazione del DNA 
Fosfolambano cardiaco (una pompa regolatrice cardiaca) AIRRAST [Ca?*] intracellulare 
Inibitore-1 della proteina fosfatasi-1 IRRRRPTP Defosforilazione delle proteine 
Sequenza consenso della PKAÈ xR[RK]x[ST]B Molte 


*I residui fosforilati di S o di T sono mostrati in rosso. Tutti i residui sono indicati con l'abbreviazione a una lettera (vedi la Tabella 3.1). 
*xèun qualunque amminoacido; B un amminoacido idrofobico. Vedi il Box 3.2 per le convenzioni usate per la definizione di “sequenze consenso”. 
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Come in molte vie di segnalazione, la trasduzione del 
segnale da parte dell’adenilil ciclasi è costituita da molte 
tappe che amplificano il segnale ormonale originario (Fi- 
gura 12.7). Inizialmente, il legame di una molecola di or- 
mone a una molecola di recettore attiva cataliticamente 
molte proteine G, che, una dopo l’altra, si associano al re- 
cettore attivato. Poi, attraverso l’attivazione di una mole- 
cola di adenilil ciclasi, ciascuna molecola attiva di G,, sti- 
mola la sintesi di molte molecole di cAMP Il secondo mes- 
saggero, il CAMB ora attiva la PKA, e ogni molecola di PKA 
fosforila molte molecole della proteina bersaglio, come la 
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Figura 12.7 Cascata dell’adrenalina. L'adrenalina innesca negli 
epatociti una serie di reazioni in cui catalizzatori attivano catalizzatori, 
generando una grande amplificazione del segnale originario 
dell'ormone. | numeri delle molecole riportati nella figura servono 


solamente a esemplificare l'amplificazione che si può ottenere, ma 
sono stati certamente molto sottostimati. Il legame di un piccolo 
numero di molecole di adrenalina a specifici recettori B-adrenergici 
sulla superficie della cellula attiva, una dopo l'altra, moltissime 
(probabilmente centinaia) proteine G, ognuna delle quali attiva una 
molecola dell'enzima adenilil ciclasi. Ciascuna molecola di adenilil 
ciclasi attivata produce moltissime molecole di cAMP. (Poiché sono 
necessarie due molecole di CAMP per attivare una subunità catalitica 
della PKA, questa tappa non amplifica il segnale.) 
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fosforilasi b chinasi (Figura 12.7). Questa chinasi attiva la 
glicogeno fosforilasi b, che provoca la rapida mobilizzazio- 
ne del glucosio dal glicogeno. Leffetto netto della cascata 
consiste nell’amplificazione di diversi ordini di grandez- 
za del segnale ormonale e spiega perché anche una bassa 
concentrazione di adrenalina (o di un altro ormone) sia 
sufficiente a innescare la risposta ormonale. 


e Diversi meccanismi provocano la terminazione della 
risposta del recettore [3-adrenergico 

Per essere utili, i sistemi di trasduzione del segnale devo- 
no spegnersi dopo che lo stimolo è terminato. I meccani- 
smi che spengono il segnale sono intrinseci a tutti i sistemi 
di segnalazione. La maggior parte dei sistemi si adatta an- 
che alla persistenza del segnale diventando meno sensibi- 
le, attraverso il processo della desensibilizzazione. Il siste- 
ma f-adrenergico illustra bene i due meccanismi. Quan- 
do la concentrazione dell’adrenalina nel sangue scende al 
di sotto del valore della Ki per il suo recettore, l’ormone si 
dissocia dal recettore, e quest'ultimo riassume la confor- 
mazione inattiva, che non può più attivare la G,. 

Un secondo meccanismo che pone fine alla risposta 
alla stimolazione del recettore B-adrenergico è l’idrolisi 
del GTP legato alla subunità G, catalizzata dall’attività 
GTPasica intrinseca della proteina G. La conversione del 
GTP legato in GDP favorisce il ritorno della subunità G, 
alla conformazione con cui può legarsi alle subunità Gg, 
incapace però di stimolare l’adenilato ciclasi. Questo de- 
termina la fine della produzione di cAMP La velocità di 
inattivazione di Gy dipende dall’attività GTPasica, che è 
molto bassa nella G, libera. Però, le proteine attivatrici 
della GTPasi (GAP) stimolano molto questa attività idro- 
litica, accelerando l’inattivazione della proteina G (vedi 
il Box 12.2). Anche le GAP possono essere regolate da al- 
cuni fattori, generando così una modulazione molto effi- 
cace della risposta f-adrenergica. Un terzo meccanismo 
che pone fine alla risposta è quello in grado di rimuove- 
re il secondo messaggero: l’idrolisi del CAMP a 5'-AMP 
(non attivo come secondo messaggero) per azione del- 
la fosfodiesterasi dei nucleotidi ciclici (Figura 12.4a, 
tappa ©; 12.4b). 

Infine, gli effetti metabolici prodotti dalla fosforilazio- 
ne degli enzimi terminano per azione di fosfoproteine fo- 
sfatasi, che idrolizzano gruppi fosforici legati a residui di 
Ser, Thr o Tyr, rilasciando fosfato inorganico (P;). Circa 
150 geni del genoma umano codificano fosfoproteine fo- 
sfatasi, un numero inferiore a quello dei geni che invece 
codificano chinasi (-500). Alcune di queste fosfatasi sono 
regolate, mentre altre sono enzimi costitutivi. Quando la 
concentrazione del CAMP diminuisce, e la PKA riassume 
la sua forma inattiva (tappa @ della Figura 12.4a), la de- 
fosforilazione catalizzata dalle fosfatasi comincia a preva- 
lere sull’attività di fosforilazione. 


e  Ilrecettore f3-adrenergico viene desensibilizzato mediante 
fosforilazione e associazione all'arrestina 

I meccanismi di spegnimento del segnale sopra descritti 

entrano in azione quando lo stimolo viene a mancare. Un 

meccanismo differente, la desensibilizzazione, diminuisce 

l'intensità della risposta anche quando il segnale perdura 
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0 Il legame dell’adrenalina (E) 
al recettore B-adrenergico 
innesca la dissociazione di G, 
da G,y (non mostrato). 
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Figura 12.8 Desensibilizzazione del recettore 
B-adrenergico per effetto della presenza prolungata 
dell’adrenalina. Questo processo richiede due proteine: 
la chinasi del recettore B-adrenergico (BARK) e la 
fi-arrestina (Barr, nota anche come arrestina 2). 


(3) La f-arrestina 
(Barr) si lega 

al dominio 
carbossiterminale 
fosforilato del 
recettore. 


Il complesso 
arrestina-recettore 
viene internalizzato 


Q nella cellula per 
6. Nella vescicola od endocitosi. 
endocitotica l’arrestina LA a n 
si dissocia, il recettore e Dato 
viene defosforilato e K i Da 
ritorna sulla superficie da È to 
della cellula. & io) 


nel tempo. La desensibilizzazione del recettore B-adrener- 
gico è mediata da una proteina chinasi che fosforila il re- 
cettore nel suo dominio intracellulare, che normalmente 
interagisce con G, (Figura 12.8). Quando il recettore è oc- 
cupato dall’adrenalina, la chinasi del recettore B-adre- 
nergico o BARK (chiamata comunemente anche GRK2, 
vedi oltre) fosforila alcuni residui di serina vicino alla re- 
gione carbossilica del recettore che si trova sulla faccia ci- 
toplasmatica della membrana plasmatica. La BARK è nor- 
malmente localizzata nel citosol, ma dopo essersi trasferi- 
ta sulla membrana e associata alla subunità G,p,y, fosforila 
il recettore creando un sito per la proteina ft-arrestina, 0 
Barr (detta anche arrestina 2). Il legame della R-arrestina 
impedisce l'ulteriore interazione tra recettore e proteina G. 
Il legame della f-arrestina facilita anche l’internalizzazio- 
ne del recettore, cioè la rimozione di molecole recettoriali 
dalla membrana plasmatica per endocitosi, con formazio- 
ne di piccole vescicole endocitotiche. Il complesso arresti- 
na-recettore richiama due proteine necessarie alla forma- 
zione delle vescicole (vedi la Figura 2745), il complesso 
AP-2 e la clatrina, che danno inizio all’invaginazione del- 
la membrana, portando alla formazione di endosomi con- 
tenenti il recettore adrenergico. In questo stato i recetto- 
ri sono inaccessibili all’adrenalina e sono quindi inattivi. 
I recettori presenti nelle vescicole endocitotiche possono 
in seguito essere defosforilati e ritrasferiti sulla membra- 
na plasmatica, completando così il processo di risensibiliz- 


zazione del sistema adrenalina. La chinasi del recettore f}- 
adrenergico è un membro della famiglia delle chinasi di 
recettori accoppiati alle proteine G (GRK), che fosfori- 
lano le GPCR nel loro dominio citoplasmatico carbossiter- 
minale, svolgendo ruoli simili a quelli della proteina BARK 
nel processo di desensibilizzazione e risensibilizzazione dei 
suoi recettori. Nel genoma umano sono codificate alme- 
no cinque GRK e quattro differenti arrestine; ogni GRK è 
in grado di desensibilizzare un particolare sottogruppo di 
GPCR, e ogni arrestina può interagire con molti tipi diffe- 
renti di recettori fosforilati. 


e L'AMPcidlico agisce da secondo messaggero per molte 
molecole regolatrici 

L’adrenalina è solo uno dei molti ormoni, fattori di cre- 
scita e altre molecole regolatrici che agiscono variando la 
[cAMP] intracellulare e quindi l’attività della PKA (Tabella 
12.3). Per esempio, il glucagone si lega ai suoi recettori sul- 
la membrana plasmatica degli adipociti, attivando (trami- 
te la proteina G;) l’adenilato ciclasi. La PKA, stimolata dal 
conseguente aumento della [CAMP], fosforila e attiva due 
proteine coinvolte nella mobilizzazione degli acidi grassi 
dai depositi di grassi (vedi la Figura 173). Analogamente 
l'ormone peptidico ACTH (ormone adrenocorticotropo, 
detto anche corticotropina), prodotto dall’ipofisi anterio- 
re, si lega a recettori specifici nella corteccia surrenale, 
attivando l’adenilato ciclasi e promuovendo un aumen- 


CAPITOLO 12 
460 Biosegnalazione 


MI Tabella 12.3 Alcuni segnali che usano il CAMP come 

secondo messaggero 

Adrenalina (B-adrenergico) 

Corticotropina (ACTH) 

Dopamina [D,, Di] 

Glucagone 

Istamina [Hp] 

Ormone che rilascia la corticotropina (CRH) 

Ormone che stimola i melanociti (MSH) 

Ormone che stimola la tiroide (TSH) 

Ormone follicolo-stimolante (FSH) 

Ormone luteinizzante (LH) 

Ormone paratiroideo 

Prostaglandine E;, E; (PGE, PGE;) 

Sapori (dolce, amaro) 

Serotonina [5-HT-1a, 5-HT-2] 

Somatostatina 

Sostanze odorose (molte) 


Nota: i sottotipi recettoriali [fra parentesi quadre] possono avere meccanismi 
di trasduzione diversi. Per esempio, la serotonina in alcuni tessuti interagisce 
con i sottotipi recettoriali 5-HT-1a e 5-HT-1b, che agiscono tramite il sistema 
adenilato ciclasi-cAMP, mentre in altri tessuti interagisce con il sottotipo re- 
cettoriale 5-HT-1c, che agisce tramite il meccanismo della fosfolipasi C-IP; (ve- 
di la Tabella 12.4). 


to della [cAMP] intracellulare. La PKA quindi fosforila e 
attiva molti enzimi necessari per la sintesi del cortisolo e 
di altri ormoni steroidei. In molti tipi cellulari la subunità 
catalitica della PKA può anche raggiungere il nucleo, do- 
ve fosforila la proteina che lega l'elemento di risposta 
al cAMP (CREB), una proteina che altera l’espressione di 
geni specifici regolati dal CAMP. 

Alcuni ormoni agiscono inibendo l’adenilil ciclasi, quin- 
di abbassando la [CAMP] e sopprimendo la fosforilazione 
delle proteine. Per esempio, il legame della somatostatina 
al suo recettore provoca l’attivazione di una proteina G 
inibitoria, o G;, strutturalmente omologa alla G,, ma in 
grado di inibire l’adenilil ciclasi, provocando una diminu- 
zione della [cAMP]. La somatostatina quindi controbilan- 
cia l’effetto del glucagone. Nel tessuto adiposo, la prosta- 
glandina E (PGE;; vedi la Figura 10.18) inibisce l’adenilil 
ciclasi e quindi abbassa la [CAMP], rallentando la mobi- 
lizzazione delle riserve lipidiche attivata dall’adrenalina e 
dal glucagone. In altri tipi di tessuti la PGE; stimola la sin- 
tesi del CAMP: i suoi recettori sono accoppiati all’adenilil 
ciclasi tramite proteine G stimolatrici, Gy. Nei tessuti con 
recettori a,-adrenergici, l'adrenalina abbassa la [cAMP]; 
in questo caso i recettori sono accoppiati a un’adenilil ci- 
clasi tramite una proteina G inibitoria, G;. Quindi, un se- 
gnale extracellulare come l'adrenalina o la PGE, può pro- 
durre effetti diversi a seconda del tipo di recettore presen- 
te nel tessuto, del tipo di proteina G (G, o G;) con cui il re- 
cettore si accoppia, e del corredo di enzimi bersaglio del- 
la PKA presenti nella cellula o nel tessuto. Dalla somma- 
toria dei fattori che tendono ad aumentare o a diminuire 
la [cAMP] le cellule realizzano quella integrazione dei se- 
gnali che, come abbiamo già sottolineato, è uno dei carat- 
teri generali più importanti dei meccanismi di trasduzio- 
ne del segnale (Figura 12.1e). 

Un altro meccanismo che spiega in che modo tipi di- 
versi di segnale possano essere mediati da un singolo se- 
condo messaggero (CAMP) consiste nel confinamento del 
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processo di biosegnalazione in una specifica regione cel- 
lulare da parte delle proteine adattatrici, proteine che 
non possiedono attività catalitiche, ma che mantengono 
unite molecole proteiche che devono agire di concerto 
(vedi più avanti). Le AKAP (proteine che ancorano la 
chinasi A) sono proteine adattatrici polivalenti: con una 
porzione si legano alle subunità R della PKA (vedi la Fi- 
gura 12.6a), mentre con un’altra si legano a una specifica 
struttura della cellula, confinando in tal modo la chinasi 
in una determinata localizzazione cellulare. Per esempio, 
specifiche AKAP si legano ai microtubuli, ai filamenti di 
actina, ai canali ionici o al nucleo. Differenti tipi di cel- 
lule possiedono differenti complementi di AKAP, per cui 
il CAMP può stimolare la fosforilazione di proteine mi- 
tocondriali in una cellula, oppure di filamenti di actina 
in un’altra. In certi casi una AKAP connette la PKA con 
l'enzima che provoca la sua attivazione (l’adenilil cicla- 
si), oppure con l'enzima che arresta la sua attività (come 
la cAMP fosfodiesterasi o la fosfoproteina fosfatasi) (Fi- 
gura 12.9). La stretta vicinanza di questi enzimi attivato- 
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Figura 12.9 Nucleazione di complessi sopramolecolari da 
parte delle proteine che ancorano la chinasi A (AKAP). AKAP5 

(in verde) rappresenta una famiglia di proteine che agiscono come 
impalcature polivalenti, che sequestrano le subunità catalitiche 
della PKA (in blu), tramite interazione con la subunità regolatrice 
della PKA (in rosso), in prossimità di una particolare regione cellulare 
o di un organello o struttura cellulare. AKAP5 è localizzata in 
strutture sulla superficie citoplasmatica della membrana plasmatica 
attraverso due gruppi palmitilici legati covalentemente e un sito 
che lega il fosfatidilinositolo 3,4,5-trifosfato (PIP3) nella membrana. 
AKAP5 ha anche siti di legame per il recettore B-adrenergico, per 
l'adenilil ciclasi, per la PKA e per la fosfoproteina fosfatasi (PP2A), 
raggruppando questi enzimi sulla superficie della membrana. 
Quando l'adrenalina si lega al recettore B-adrenergico, la G,, stimola 
l'adenilil ciclasi a produrre il CAMP, che raggiunge molto velocemente 
e con pochissima diluizione la vicina PKA. La PKA fosforila la sua 
proteina bersaglio, alterandone l'attività fino a che la fosfoproteina 
fosfatasi non rimuove il gruppo fosforico e la proteina bersaglio 
ritorna allo stato in cui era prima che arrivasse lo stimolo. In questo, 
ma anche in altri casi, le AKAP realizzano un'elevata concentrazione 
di enzimi e di secondi messaggeri, in modo che il circuito di 
segnalazione rimanga strettamente localizzato e che la durata del 
segnale rimanga molto limitata. 
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ri e disattivatori presumibilmente comporta una risposta 
molto breve e localizzata. 

È evidente che, per poter comprendere in modo soddi- 
sfacente i meccanismi della segnalazione cellulare, i ricer- 
catori necessitano di tecniche idonee a individuare e studia- 
re gli aspetti spazio-temporali dei processi di segnalazione 
a livello subcellulare e in tempo reale. Negli studi sulla lo- 
calizzazione intracellulare di questi eventi, la biochimica si 
incontra con la biologia cellulare. Le tecniche che attraver- 
sano i confini tra queste due discipline stanno diventan- 
do essenziali per comprendere appieno la biosegnalazione. 


CAPITOLO 12 
Biosegnalazione 


Per esempio, sono oggi ampiamente utilizzate sonde 
fluorescenti. Marcando proteine funzionali con fluorofo- 
ri, per esempio con la proteina fluorescente verde (GFP), 
si possono studiare le loro localizzazioni subcellulari (ve- 
di la Figura 9.16c). I cambiamenti dello stato di associa- 
zione di due proteine (per esempio delle subunità R e 
C della PKA) possono essere osservati misurando il tra- 
sferimento non radioattivo dell’energia tra sonde fluore- 
scenti legate a ciascuna proteina, una tecnica chiamata 
trasferimento di energia di fluorescenza per risonanza 
(FRET; Box 12.3). 


Box 12 


Per rilevare rapidi cambiamenti biochimici in singole 
cellule viventi vengono normalmente utilizzate sonde 
fluorescenti. Queste possono essere progettate per for- 
nire una risposta istantanea (nell'ordine di nanosecondi) 
sui cambiamenti nella concentrazione intracellulare di 
un secondo messaggero o nell’attività di una proteina chi- 
nasi. Inoltre la microscopia a fluorescenza è dotata di una 
risoluzione sufficiente per rilevare in quale parte della 
cellula stanno avvenendo questi cambiamenti. In una 
procedura largamente utilizzata, le sonde fluorescenti 
derivano da una proteina fluorescente normalmente 
presente nella medusa Aequorea victoria: la proteina 
fluorescente verde (GFP) (Figura 1). 

Quando viene eccitata dall’assorbimento di un fotone, la 
GFP emette a sua volta un fotone (fluorescenza) nella re- 
gione verde dello spettro. Il centro di assorbimento/emis- 
sione della luce (il cromoforo) della GFP comprende una 
forma ossidata del tripeptide Ser°°-Tyr°°-Gly® (Figura 
2). Lossidazione del tripeptide è catalizzata dalla pro- 
teina GFP stessa (Figura 3), e così è teoricamente possi- 
bile clonare la proteina in ogni tipo di cellula, dove può 
fungere da marcatore fluorescente di se stessa o di ogni 
altra proteina con cui è stata fusa (vedi la Figura 9.18). 
Varianti di questa proteina con spettri di fluorescenza 
diversi possono essere prodotte mediante l’ingegneria 
genetica del gene GFP. Per esempio, nella proteina fluo- 
rescente gialla (YFP) l’Ala?° della GFP è sostituita con 
un residuo di Lys, determinando un cambiamento della 
lunghezza d’onda di assorbimento e della fluorescenza. 
Altre varianti di GFP hanno fluorescenza blu (BFP) o 
azzurra (CFP), e una proteina correlata (la mRFP1) ha 
fluorescenza a luce rossa (Figura 4). La proteina GFP e 
le sue varianti hanno strutture compatte e mantengono 
la loro capacità di ripiegarsi nella conformazione nativa 
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Figura 3 Il fluoroforo della GFP è costituito da una sequenza 
di tre amminoacidi: Ser8°-Tyr59-Gly®”, L'attivazione del fluoroforo 
comporta un riarrangiamento interno, accoppiato a un'ossidazione, 


Figura 1 Aequoreavictoria, 
una medusa molto diffusa 

a Puget Sound, Stato di 
Washington, USA. 


Cromoforo 


Figura 2 Proteina 
(Ser65-Tyr66-Gly6?) 


fluorescente verde 

(GFP), con il cromoforo 
fluorescente mostrato nella 
forma a palle e bastoncini 
(derivata da PDB ID 1GFL). 


a barile B anche quando sono fuse con altre proteine. 
Queste proteine ibride fluorescenti agiscono come si- 
stemi di misura delle distanze tra i componenti che in- 
teragiscono all’interno di una cellula e, indirettamente, 
misurano la concentrazione locale di composti che pro- 
vocano una variazione della distanza tra due proteine. 
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che richiede molte reazioni chimiche. Il meccanismo mostrato è 
stato abbreviato. 
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Figura 4 Spettri di emissione delle varianti GFP. 


Una molecola fluorescente eccitata come GFP o YFP 
può utilizzare l'energia del fotone assorbito in due modi: 
(1) la fluorescenza, cioè emettendo un fotone a lunghezza 
d’onda leggermente più lunga (energia più bassa) rispetto 
alla luce di eccitazione; oppure (2) iltrasferimento non 
radiante dell’energia di fluorescenza per risonanza 
(FRET), in cui l'energia della molecola eccitata (il dona- 
tore) passa direttamente a una molecola vicina (l’accet- 
tore) senza emissione di un fotone (Figura 5). Laccettore 
così eccitato può ora decadere al suo stato basale mediante 
emissione di fluorescenza; il fotone emesso ha una mag- 
giore lunghezza d’onda (energia più bassa) sia della luce 
originaria eccitante, sia dell'emissione di fluorescenza 
del donatore. Questo secondo modo di trasferimento 
dell’eccitazione (FRET) è possibile solo quando il dona- 
tore e l’accettore sono vicini l’uno all’altro (tra 1 e 50 À); 
l'efficienza della tecnologia FRET è inversamente pro- 
porzionale alla sesta potenza della distanza fra donatore 
e accettore. Quindi variazioni anche molto piccole nella 
distanza fra donatore e accettore si riflettono in modifica- 
zioni molto grandi di FRET, misurato come fluorescenza 


interazione 
proteina-proteina 


Proteine 
ibride 
ingegnerizzate 


Figura 5 Quando una proteina donatore (CFP) viene eccitata con 
luce monocromatica a lunghezza d'onda di 433 nm, essa emette 
luce fluorescente a 476 nm (a sinistra). Quando la proteina (rosa) 
fusa con CFP interagisce con la proteina (viola) fusa con YFP, CFP e 
YFP si avvicinano tanto da permettere il trasferimento dell'energia 
di fluorescenza per risonanza (FRET). Quando la CFP assorbe luce 
a 433 nm, invece di emettere fluorescenza a 476 nm, trasferisce 
energia direttamente alla YFP, che poi emette fluorescenza alla 
sua caratteristica lunghezza d'onda di 527 nm. La quantità di luce 
emessa a 527 nm e a 476 nm è una misura dell'interazione tra le 
proteine rosa e viola. 
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della molecola di accettore quando viene eccitato il dona- 
tore. Con rivelatori della luce sufficientemente sensibili, 
questo segnale di fluorescenza può essere localizzato in 
regioni specifiche di una singola cellula vivente. 

Il FRET è stato utilizzato per misurare la concentrazione 
di cAMP nelle cellule viventi. Il gene per la GFP è stato 
fuso con quello della subunità regolatrice (R) della pro- 
teina chinasi cAMP-dipendente (PKA), mentre il gene 
per la BFP è stato fuso con quello per la subunità cata- 
litica (C) (Figura 6). Quando queste due proteine ibride 
vengono espresse in una cellula, BFP (donatore; eccita- 
zione a 380 nm, emissione a 460 nm) e GFP (accettore; 
eccitazione a 475 nm, emissione a 545 nm) nella PKA 
inattiva (tetramero R;C2) sono abbastanza ravvicinate 
da permettere il FRET. Ogni volta che nella cellula au- 
menta la concentrazione di cAMP, il complesso R;C; si 
dissocia in R; e C, e il segnale FRET viene perso, poiché 
donatore e accettore sono ora troppo lontani tra loro per 
un FRET efficiente. Al microscopio a fluorescenza, le 
regioni con un’elevata concentrazione di cAMP saranno 
indicate da un basso segnale GFP e da un segnale BFP più 
alto. Misurando il rapporto tra le emissioni a 460 nm e 
a 545 nm si ottiene una misura precisa dei cambiamenti 
nella concentrazione di cAMP Determinando questo rap- 
porto in tutte le regioni della cellula, il ricercatore può 
generare un’immagine con colori “falsi” della cellula in 


Proteina chinasi cAMP-dipendente (PKA) 


cAMP 


+ 
vl te, 380 nm 
non vi è 
(attiva) emissione 


a545 nm 


Figura 6 Misura della concentrazione di CAMP con la tecnologia 
FRET. La fusione genica può creare proteine ibride per utilizzare il 
FRET quando le subunità regolatrici e catalitiche della PKA sono 
associate (bassi livelli di CAMP). Quando la concentrazione di CAMP 
aumenta, le subunità si dissociano e il FRET cessa. La quantità di 
emissione a 460 nm (dissociata) e a 545 nm (complessata) fornisce 
così una misura sensibile della concentrazione di CAMP. 

> (segue) 
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Box 12.3 (segue) 


cui la concentrazione relativa di cAMP è rappresentata 
dall’intensità del colore. Immagini registrate a intervalli 
di tempo rivelano cambiamenti nella concentrazione di 
cAMP nel tempo. 

Una variante di questa tecnologia è stata utilizzata per 
misurare l’attività della PKA in una cellula vivente (Figura 
7).I1 ricercatori hanno creato un bersaglio di fosforilazione 
perla PKA mediante la produzione di una proteina ibrida 
contenente quattro elementi: YFP (accettore); un corto 
peptide con un residuo di Ser circondato dalla sequenza 
consenso per la PKA; un dominio di legame alla ®) -Ser 
(chiamato 14-3-3); e CFP (donatore). Quando il residuo di 
Ser non è fosforilato, 14-3-3 non ha affinità per il residuo di 
Ser ela proteina ibrida è in una forma estesa, con donatore 
e accettore troppo lontani tra loro per generare un segnale 
FRET. Ogni volta che la PKA è attiva nella cellula, fosforila 
il residuo di Ser della proteina ibrida e il dominio 14-3-3 si 
lega alla ®)-Ser. YFP si avvicina a CFP e il segnale FRET 
viene osservato al microscopio a fluorescenza, rivelando 
la presenza di una PKA attiva. 


e Ildiacilglicerolo, l'inositolo trisfosfato e il Ca?* svolgono 
funzioni correlate come secondi messaggeri 

Una seconda classe di GPCR molto numerosa compren- 
de recettori accoppiati attraverso una proteina G alla fo- 
sfolipasi C (PLC) di membrana, un enzima specifico per 
il fosfolipide di membrana fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfa- 
to o PIP; (vedi la Figura 10.16). Quando uno degli ormoni 
che agisce tramite questo meccanismo (Tabella 12.4) lega 
il suo specifico recettore sulla membrana plasmatica (Fi- 
gura 12.10; tappa ©), il complesso ormone-recettore ca- 
talizza lo scambio GTP-GDP su una proteina G associata, 
la Gy (tappa @), attivandola all’incirca come accade con 
il recettore B-adrenergico e la G, (Figura 12.4). La G, at- 
tivata attiva a sua volta la PLC specifica per il PIP, (Figu- 
ra 12.10, tappa ®), che catalizza (tappa ©) la produzio- 
ne di due secondi messaggeri, il diacilglicerolo e l’ino- 
sitolo 1,4,5-trisfosfato, o IP3 (da non confondere con il 
PIP, pagina 469). 


Inositolo 1,4,5-trisfosfato (IP3) 


Linositolo trisfosfato, un composto solubile in acqua, dif- 
fonde dalla membrana plasmatica al reticolo endoplasma- 
tico (ER), dove si lega a specifici canali del Ca?*, aprendo- 
li. La pompa SERCA (vedi pagina 423) mantiene la [Ca?*] 
nell’ER alcuni ordini di grandezza più elevata che nel cito- 
sol, così quando i canali del Ca?* si aprono il Ca°* può ri- 
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Figura 7 Misura dell'attività della PKA con la tecnica FRET. In una 
proteina ingegnerizzata le due proteine YFP e CFP sono legate 

tra loro mediante un peptide che contiene un residuo di serina 
circondato dalla sequenza consenso riconosciuta dalla PKA e un 
dominio 14-3-3 che si lega alla fosfoserina. La PKA attiva fosforila 
il residuo di serina, che poi interagisce con il dominio 14-3-3: le 
due proteine fluorescenti si avvicinano, in modo da permettere il 
trasferimento di fluorescenza (FRET), rivelando così la presenza di 
PKA attiva. 


BM Tabella 12.4 Alcuni segnali che agiscono attraverso 
la fosfolipasi C, l'IP: e il Ca?* 
Acetilcolina [muscarinico M;] 
Agonisti a,-adrenergici 
Angiogenina 
Angiotensina II 
ATP [P,, e P>,] 
Auxina 
Fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF) 
Glutammato 
Istamina [H;] 
Luce (Drosophila) 
Ormone che rilascia la gonadotropina (GRH) 
Ormone che rilascia la tireotropina (TRH) 
Ossitocina 
Peptide che rilascia la gastrina 
Serotonina [5-HT-1c] 
Vasopressina 


Nota: i sottotipi dei recettori sono indicati tra parentesi quadre; vedi la nota 
della Tabella 12.3. 


versarsi nel citosol (Figura 12.10, tappa ©) e la [Ca®*] può 
aumentare fino a circa 10° m. Uno degli effetti dell’au- 
mento della [Ca?*] è l'attivazione della proteina chinasi C 
(PKC).Il diacilglicerolo coopera con il Ca?* nell’attivazione 
della PKC, agendo da ulteriore secondo messaggero (tap- 
pa @). Lattivazione della chinasi richiede lo spostamento 
di un dominio della PKC (il dominio dello pseudosubstra- 
to) dalla regione dell’enzima che lega il substrato, permet- 
tendo così all’enzima di legare e fosforilare proteine eso- 
gene con una sequenza consenso costituita da una speci- 
fica sequenza contenente un residuo Ser o Thr (tappa @). 
Esistono diversi isozimi della PKC, ciascuno con una distri- 
buzione tissutale, una specificità di substrato e un ruolo 
funzionale caratteristici. Le loro proteine bersaglio com- 
prendono proteine del citoscheletro, enzimi e proteine nu- 
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(1) Lormone (H) si lega 
a un recettore specifico. 


Recettore 


Membrana 


7A 


(7) 


(2) Il recettore scono) 
causa lo scambio 
GDP-GTP GDP 
sulla Gga: 


e Gga con legato il GTP, 
si associa alla PLC, attivandola. 


(4) La PLC attiva scinde il PIP, 
Reticolo in PIP; e diacilglicerolo. 


endoplasmatico 


6 1P; silega a un canale 
specifico per il Ca?*, 
favorendo il rilascio 

del Ca?* sequestrato. 


Spazio extracellulare 


Diacilglicerolo 
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Figura 12.10 Fosfolipasi C attivata dall'ormone 
e produzione dell’IP;. Nel sistema ormone-sensibile 
del fosfatidilinositolo vengono prodotti due secondi 
messaggeri intracellulari: l'inositolo 1,4,5-trisfosfato 
(IP3) e il diacilglicerolo, formati dalla scissione del 
fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato (PIP). Entrambi 
contribuiscono all'attivazione della proteina chinasi C. 
All'aumento della concentrazione di Ca?*, l'IP: attiva 
anche altri enzimi calcio-dipendenti e quindi il Ca?* è 
un secondo messaggero. 
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cleari che regolano l’espressione genica. Nel loro insieme, 
gli enzimi di questa famiglia partecipano a un ampio spet- 
tro di azioni cellulari: per esempio, a quelle relative alle 
funzioni neuronali e immunitarie e alla regolazione della 
divisione cellulare. 


e Ilcalcio è un secondo messaggero che può essere 
localizzato nello spazio e nel tempo 

Esistono molte variazioni di questo schema di base della 
biosegnalazione in cui è coinvolto il Ca°*. In molti tipi di 
cellule che rispondono ai segnali extracellulari, il Ca?* si 
comporta come un secondo messaggero innescando rispo- 
ste cellulari come l’esocitosi nei neuroni, la contrazione 
muscolare e la riorganizzazione del citoscheletro durante i 
movimenti ameboidi. Nelle cellule non stimolate, la [Ca?*] 
citosolica è mantenuta a livelli molto bassi (< 1077 m) 
per azione delle pompe del Ca?* dell’ER, dei mitocondri e 
della membrana plasmatica (come verrà discusso in segui- 
to). Stimoli ormonali, neuronali o di altra natura causano 


N 
7 
ì 


un afflusso di Ca?* nella cellula attraverso i canali specifi- 
ci presenti nella membrana plasmatica, oppure il rilascio 
dello ione dal reticolo endoplasmatico o dai mitocondri; 
in tutti i casi vi è sempre un aumento della [Ca?*] citoso- 
lica e un innesco della risposta cellulare. 

Le variazioni della concentrazione intracellulare del 
Ca?* vengono “sentite” da proteine che legano il Ca°* e 
regolano una serie di enzimi detti Ca?*-dipendenti. La 
calmodulina (CaM; M, 17000) è una proteina acida con 
quattro siti di legame ad alta affinità per il Ca?*. Quando 
la [Ca?*] intracellulare aumenta fino a circa 107° m (1 pw), 
il Ca?* si lega alla calmodulina e ne modifica la conforma- 
zione (Figura 12.11a). La calmodulina si associa ora a di- 
verse altre proteine e, sempre legata al Ca?*, ne modula 
l’attività (Figura 12.11b). La calmodulina appartiene alla 
famiglia delle proteine che legano il Ca°*, che compren- 
de anche la troponina (vedi la Figura 5.32), una protei- 
na che partecipa alla contrazione muscolare in risposta 
all'aumento della [Ca®*]. Le proteine appartenenti a que- 
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Figura 12.11 La calmodulina. Questa proteina è il mediatore 

di molti enzimi stimolati dagli ioni Ca?* e ha quattro siti di legame 
per il Ca?* (la Ky varia da 0,1 a 1 um). (a) Modello a nastro della 
struttura cristallina della calmodulina (PDB ID 1CLL). | quattro siti 

di legame del Ca?* sono occupati dal Ca?* (in viola). Il dominio 
amminoterminale è sulla sinistra, il dominio carbossiterminale sulla 
destra. (b) Calmodulina che interagisce con un dominio elicoidale 
(in rosso) di uno dei suoi enzimi bersaglio, per esempio la proteina 
chinasi Il calmodulina-dipendente (PDB ID 1CDL). Si noti che il lungo 
segmento ad a elica visibile in (a) si piega su se stesso quando la 
calmodulina lega il substrato. L'elica centrale è chiaramente più 
flessibile in soluzione che nel cristallo. (c) Ognuno dei quattro siti 

di legame al Ca?* è un motivo a elica-ansa-elica chiamato EF hand 
(mano EF), presente anche in altre proteine che legano il Ca?*. 


sta famiglia hanno in comune una caratteristica struttu- 
ra a livello dei siti che legano il Ca°*, detti EF hand (ma- 
no EF) (Figura 12.11c). 

La calmodulina è una subunità integrale delle protei- 
na chinasi Ca°*/calmodulina-dipendenti (CaM china- 
si, tipi da I a IV). Quando la [Ca?*] intracellulare aumen- 
ta in risposta a uno stimolo, la calmodulina lega il Ca°* 
e va incontro a una variazione conformazionale. La CaM 
chinasi viene attivata fosforilando e regolando l’attività di 
enzimi bersaglio. La calmodulina è anche una subunità re- 
golatrice della glicogeno fosforilasi b chinasi muscolare. Il 
Ca?* innesca la contrazione muscolare, che richiede ATP, 
e allo stesso tempo lo ione attiva la demolizione del glico- 
geno, fornendo così alla cellula un combustibile energeti- 
co per la sintesi di ATP Molti altri enzimi sono modulati 
dal Ca?* tramite la calmodulina (Tabella 12.5). attività 
di secondo messaggero del Ca?*, come quella del cAMP, 
è spazialmente limitata; dopo il suo rilascio che innesca 
la risposta, il Ca?* viene rimosso prima che possa diffon- 
dere in settori cellulari più lontani. 

In realtà, il livello del Ca?* non aumenta e diminui- 
sce semplicemente, ma oscilla velocemente entro perio- 
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Ml Tabella 12.5 Alcune proteine regolate dal Ca?* e dalla 
calmodulina 


Adenilil ciclasi (cervello) 

Ca?* ATPasi della membrana plasmatica (pompa del Ca?*) 
Calcineurina (fosfoproteina fosfatasi 2B) 

cAMP fosfodiesterasi 

Canali del Ca?* del reticolo sarcoplasmatico 

Canali dell’Na* dipendenti dal Ca?* (Paramecium) 


Canali dell’Na* e del Ca?* controllati dal cGMP 
(coni e bastoncelli) 


Canali olfattivi controllati dal CAMP 
Chinasi per le catene leggere della miosina 
Fosfoinositide 3-chinasi 

Glutammato decarbossilasi 

NAD* chinasi 

NO sintasi 
Proteina chinasi Ca°*/ 


RNA elicasi (p68) 


calmodulina dipendenti (CaM chinasi I-IV) 


di di pochi secondi (Figura 12.12), anche quando la con- 
centrazione extracellulare dell'ormone rimane costan- 
te. Il meccanismo alla base di queste oscillazioni forse ri- 
siede nella regolazione a feedback esercitata dal Ca°* su 
qualche processo di rilascio dello ione. Qualunque sia il 
meccanismo, un tipo di segnale (per esempio la concen- 
trazione ormonale) viene convertito in un altro, cioè la 
frequenza e l'ampiezza delle oscillazioni (“spikes”) del- 
la [Ca?*] intracellulare. Il segnale del Ca°* diminuisce 
quando il Ca°* si allontana dalla sorgente iniziale (il ca- 
nale del Ca?*), viene sequestrato nell’ER o pompato all’e- 
sterno della cellula. 

Esiste un significativo “interscambio di informazioni” 
(“cross talk”) tra i sistemi di segnalazione mediati dal Ca‘* 
e quelli mediati dal cAMP In alcuni tessuti, sia l'enzima che 
produce il cAMP (l’adenilil ciclasi) sia l’enzima che degrada 
il cAMP (la fosfodiesterasi) sono stimolati dal Ca°*. Variazio- 
ni temporali e spaziali della [Ca?*] possono quindi produr- 
re variazioni transitorie e localizzate della [CAMP]. Abbia- 
mo già visto che la PKA, l'enzima che risponde al cAMP fa 
spesso parte di un complesso sopramolecolare ben localiz- 
zato nella cellula, tenuto unito da altre proteine di supporto 
come le AKAP La localizzazione subcellulare degli enzimi 
bersaglio e le variazioni temporali e spaziali dei gradienti di 
[Ca°*] e di [cAMP] permettono alle cellule di rispondere a 
uno o a diversi segnali con piccole variazioni metaboliche, 
ben localizzate nello spazio e nel tempo. 


e IGPCRmediano l’azione di una grande varietà di segnali 

Il genoma umano codifica circa 1000 recettori accoppia- 
ti alla proteina G, riconoscibili per i loro sette segmenti a 
elica transmembrana e per la presenza di alcuni residui al- 
tamente conservati. Ognuno di essi viene espresso seletti- 
vamente in alcuni tipi di cellule o in certe condizioni. Nel 
loro insieme, essi permettono alle cellule e ai tessuti di ri- 
spondere a una vasta gamma di stimoli, tra cui le ammine 
di basso peso molecolare, i peptidi, le proteine, gli eicosa- 
noidi e altri lipidi, ma anche alla luce e ai composti ricono- 
sciuti dal gusto e dall’olfatto. La determinazione cristallo- 
grafica di diverse strutture dei GPCR (Fig. 12.13), compresi 
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Figura 12.12 Innesco di oscillazioni nella concentrazione 
intracellulare di Ca?* a opera di segnali extracellulari. 

(a) Un fluoroforo (fura), la cui fluorescenza varia quando lega il calcio, 
viene lasciato diffondere nella cellula e la sua emissione istantanea 

di luce viene misurata con un microscopio a fluorescenza. L'intensità 
della fluorescenza è rappresentata dal colore; la scala del colore 
correla l'intensità del colore alla concentrazione di Ca?*, consentendo 
di valutare la [Ca?*] assoluta. In questo caso alcuni timociti sono 

stati stimolati con ATP extracellulare, che produce un aumento della 


il recettore B-adrenergico con la sua proteina G e il recet- 
tore per l’istamina, ha suscitato grande interesse sia per i 
meccanismi di trasduzione sia per le possibilità di alterare 
l’attività del recettore mediante l’utilizzo dei farmaci. Que- 
sti due recettori sono, infatti, i corrispondenti bersagli di 
una grande varietà di farmaci betabloccanti e antistami- 


(a) (b) Analogo della morfina (c) Doxepina legata (d) 
Recettore Sito di legame Recettore legato al sito di legame Recettore H1 al sito di legame 
del ligando p-oppioide del ligando 
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Figura 12.13 Ilrecettore B-adrenergico e alcuni 
altri GPCR. (a) Il recettore B,-adrenergico e la proteina G 
eterotrimerica associata, G, (PDB ID 3SN6). L'agonista (adrenalina) 

legato è riportato in giallo, mentre le subunità di G, sono riportate in tre tonalità di verde. 
(b) Il recettore u-oppioide (PDB ID 4DKL), il bersaglio della morfina e della codeina, con un 
analogo della morfina legato al sito di legame del ligando. (c) Il recettore H1 dell'istamina 
con legato il farmaco doxepina (PDB ID 3RZE). (d) Cinque strutture tridimensionali 
sovrapposte di altrettanti GPCR per mostrare l'elevatissima conservazione della struttura. In 
questa parte della figura sono mostrati il recettore umano A2A dell'adenosina (in arancione; 
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concentrazione interna di Ca?*. Le cellule danno risposte eterogenee: 
alcune presentano un aumento considerevole della [Ca?*] (colore 
rosso), altre molto meno (colore blu). (b) Quando questo composto 
viene usato per misurare la [Ca?*] in un singolo epatocita, si può 
osservare che l'agonista noradrenalina (aggiunto al tempo indicato 
dalla freccia) determina oscillazioni nella [Ca?*] da 200 a 500 nm. 
Oscillazioni simili sono indotte in altri tipi di cellule da altri segnali 
extracellulari. 


nici. Le somiglianze tra le strutture dei GPCR vanno oltre 
le tipiche sette eliche transmembrana; le strutture di cin- 
que diversi recettori GPCR sono, infatti, quasi sovrappo- 
nibili (Figura 12.13c). Tuttavia è chiaro che qualcosa nella 
struttura tridimensionale li rende selettivamente efficien- 
ti come trasduttori di molti tipi di segnali. 


dell’istamina del ligando 


PDB ID 3EML); il recettore B,-adrenergico di tacchino (in blu; PDB ID 2VT4); il recettore 
umano fix-adrenergico (in verde; PDB ID 2RH1); la rodopsina di calamaro (in giallo; PDB ID 
2273) e la rodopsina bovina (in rosso; PDBID 1U19). 
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SOMMARIO 12.2 
I recettori accoppiati alle proteine G 
e i secondi messaggeri 

* I recettori accoppiati alle proteine G (GPCR) hanno 
sette eliche transmembrana e agiscono tramite le 
proteine G eterotrimeriche. In seguito al legame del 
ligando, i GPCR promuovono lo scambio del GDP con 
il GTP sulla proteina G, provocando la dissociazione 
della subunità G, che, una volta libera, stimola o inibi- 
sce l’attività di un enzima effettore, variando il livello 
di un secondo messaggero. 

* Il recettore f-adrenergico attiva una proteina G stimo- 
latoria, G,, che attiva l’adenilato ciclasi, producendo un 
aumento del secondo messaggero CAMP Quest'ultimo 
stimola a sua volta la proteina chinasi cAMP-dipenden- 
te, che fosforila gli enzimi bersaglio e ne modifica l’atti- 
vità. 

e Le cascate enzimatiche, in cui una singola molecola di 
ormone attiva un catalizzatore che a sua volta attiva 
un altro catalizzatore e così via, provocano una forte 
amplificazione del segnale, una caratteristica peculiare 
del sistema recettoriale ormonale. 

e La concentrazione dell’AMP ciclico viene ridotta in 
seguito all’azione della fosfodiesterasi, mentre la G, si 
inattiva, idrolizzando il GTP legato a GDP, comportan- 
dosi come un controllo binario autolimitante. 

* Se il segnale dell’adrenalina persiste, la proteina chi- 
nasi specifica per il recettore f-adrenergico e la B-ar- 
restina desensibilizzano temporaneamente il recettore 
e determinano la sua internalizzazione in vescicole in- 
tracellulari. 

e Alcuni recettori stimolano l’adenilil ciclasi con la me- 
diazione della G,, altri la inibiscono tramite la G;. Quin- 
di la [CAMP] intracellulare viene mantenuta dall’azio- 
ne combinata di due (o più) segnali. 

e Proteine adattatrici non catalitiche come le AKAP 
mantengono unite le proteine coinvolte nel processo 
di biosegnalazione, aumentando l’efficienza delle loro 
interazioni e in qualche caso confinando il processo a 
livello di una specifica localizzazione subcellulare. 

e Alcune GPCR agiscono tramite la fosfolipasi C della 
membrana plasmatica, che scinde il PIP, a diacilgli- 
cerolo e IP}, che apre i canali del Ca°* del reticolo en- 
doplasmatico e aumenta la [Ca?*] citoplasmatica. Il 
diacilglicerolo e il Ca°* agiscono insieme per attivare 
la proteina chinasi C, che fosforila specifiche proteine 
cellulari, modificandone l’attività. La [Ca?*] regola at- 
traverso la calmodulina molti altri enzimi e proteine 
coinvolti nella secrezione, nel modellamento del cito- 
scheletro e nella contrazione. 


Recettori con attività tirosina chinasica 


I recettori con attività tirosina chinasica (RTK), una 
grande famiglia di recettori della membrana plasmatica, 
hanno un'attività tirosina chinasica intrinseca e trasduco- 
no i segnali extracellulari con un meccanismo molto di- 
verso da quello dei GPCR. Gli RTK hanno un dominio sul- 
la faccia extracellulare della membrana plasmatica che 
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lega il ligando e un sito attivo enzimatico sulla faccia cito- 
plasmatica; i due domini sono interconnessi da un singo- 
lo segmento transmembrana. Il dominio citoplasmatico è 
una proteina chinasi che fosforila i residui di Tyr di speci- 
fiche proteine bersaglio (una tirosina chinasi). I recetto- 
ri per l’insulina e per il fattore di crescita dell’epidermide 
sono prototipi di questa famiglia di recettori. 


e Lastimolazione del recettore dell'insulina dà inizio 

a una cascata di reazioni di fosforilazione di proteine 
insulina regola sia l’attività di enzimi del metabolismo, sia 
l’espressione genica. L’insulina non penetra nelle cellule, 
ma dà inizio a un processo di trasduzione del segnale, che 
va dal recettore della membrana plasmatica agli enzimi ci- 
tosolici insulino-sensibili, fino al nucleo, dove stimola l’e- 
spressione di geni specifici. Il recettore attivo dell’insulina 
(INSR) è costituito da due subunità a identiche, che protru- 
dono dalla faccia esterna della membrana plasmatica, e da 
due subunità transmembrana ft}, con le loro estremità car- 
bossiterminali rivolte verso il citosol un dimero di monome- 
ri ap (Figura 12.14). La subunità a contiene il dominio di 
legame dell’insulina, e i domini intracellulari delle subuni- 
tà P hanno un'attività proteina chinasica che trasferisce un 
gruppo fosforico dall’ATP a residui specifici di Tyr in speci- 
fiche proteine bersaglio. Il segnale dell’INSR inizia quando 
il legame dell’insulina innesca l’attività tirosina chinasica e 
ciascuna subunità [ fosforila tre residui essenziali di Tyr vi- 
cino all'estremità carbossiterminale dell’altra subunità ft. 
Questa autofosforilazione apre il sito attivo e l'enzima può 
ora fosforilare i residui di Tyr di altre proteine bersaglio. Il 
meccanismo di attivazione delle INSR proteina chinasi è si- 
mile a quello descritto per la PKA e per la PKC: una regione 
del dominio citoplasmatico (una sequenza inibitrice), che 
normalmente occlude il sito attivo, si sposta fuori da que- 
sta regione dopo essere stata fosforilata, aprendo il sito per 
il legame delle proteine bersaglio (Figura 12.14). 

Quando l’INSR è autofosforilato (Figura 12.15, tappa ©), 
una delle sue proteine bersaglio è il substrato-1 del recet- 
tore dell’insulina (IRS-1, tappa @). Una volta fosforilato a 
livello di diversi residui di tirosina, l’IRS-1 diventa il punto 
di nucleazione per la formazione di un complesso proteico 
(tappa @), che porta il messaggio dal recettore dell’insuli- 
na ai bersagli terminali nel citosol e nel nucleo, attraverso 
una lunga serie di proteine intermedie. Dapprima un re- 
siduo (®)-Tyr dell’IRS-1 si lega al dominio SH2 della pro- 
teina Grb2 (SH2 è l'abbreviazione di Src homology 2, per- 
ché la sequenza dell’SH2 è simile a quella di un dominio 
della proteina Src, un’altra tirosina chinasi). Altre protei- 
ne di segnalazione contengono il dominio SH2 e tutte si le- 
gano ai residui (P)-Tyr delle proteine partner. Gbr2 è una 
proteina adattatrice e non ha un’attività enzimatica intrin- 
seca. La sua funzione è quella di avvicinare due proteine 
l’una all’altra (in questo caso IRS-1 e la proteina Sos), che 
devono interagire per consentire il processo di trasduzio- 
ne del segnale. Oltre al suo dominio SH2 (di legame della 
©) -Tyr), la Gbr2 contiene anche un secondo dominio di 
legame per una proteina, chiamato dominio SH3, che si le- 
ga a una regione ricca di proline della Sos, inserendo que- 
sta proteina nel complesso proteico che si sta formando. 
Quando è legata alla Gbr2, la proteina Sos agisce da fatto- 
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Figura 12.14 Attivazione dell'attività tirosina chinasica 
del recettore dell’insulina per autofosforilazione. (a) La 
regione di legame dell'insulina del recettore dell'insulina è al di 
fuori della cellula e comprende (b) due subunità a e le porzioni 
extracellulari delle due subunità f, che si avvolgono in modo 
da formare il sito di legame dell'insulina (nell'immagine della 
superficie, tratta da PDB ID 2DTG). (La struttura del dominio 
transmembrana non è stata risolta dall'analisi cristallografica.) 
Il segnale del legame dell'insulina (in rosso; PDB ID 2CEU) 
viene trasmesso all’interno della cellula, attraverso la singola 
elica transmembrana di ciascuna subunità }, ai due domini 
tirosina chinasici, che si attivano. Essi si fosforilano a vicenda a 
livello di tre residui di Tyr. (c) (PDB ID 1IRK) Nella forma inattiva 
del dominio Tyr chinasico (prima delle fosforilazioni sulle Tyr), 
l'ansa di attivazione (in color verde-azzurro) occupa il sito 
attivo e nessuno dei tre residui di Tyr essenziali (mostrati in 
bianco con modelli a palle e bastoncini) è fosforilato. Questa 
conformazione viene stabilizzata da legami idrogeno tra la 
Tyr!!82 e l'Asp''2. (d) (PDB ID 1IR3) L'attivazione della tirosina 
chinasi permette a ciascuna delle subunità ft di fosforilare 

tre residui di Tyr (Tyr1158, Tyr1!92 e Tyr!93) dell'altra subunità p, 
mostrata nella figura. (I gruppi fosforici sono mostrati in rosso 
e in arancione.) L'introduzione di tre residui (}-Tyr provvisti 

di carica sposta l’ansa di attivazione di 30 À fuori del sito di 
legame del substrato, che diventa così disponibile per la 
fosforilazione di una proteina bersaglio. 


(d) Dominio tirosina chinasico attivo 
(fosforilato tre volte) 


L’ansa di attivazione fosforilata tre volte 


si sposta, consentendo alla proteina bersaglio 


di entrare nel sito di legame del substrato 


re di scambio dei nucleotidi (GEF) e catalizza la sostitu- 
zione del GDP col GTP sulla proteina Ras, una proteina G. 

Ras è il prototipo di una famiglia di piccole proteine G, 
che mediano una grande varietà di trasduzioni del segnale 
(vedi il Box 12.2). Come la proteina G trimerica che funzio- 
na nel sistema f-adrenergico (Figura 12.5), Ras può esiste- 
re nella forma legata al GTP (attiva) o nella forma legata al 
GDP (inattiva), ma questa proteina è un monomero di -20 
kDa. Quando lega il GTP Ras attiva una proteina chinasi det- 
ta Raf-1 (Figura 12.15, tappa ©), la prima di tre proteina 
chinasi (Raf-1, MRK ed ERK) che formano una cascata in 
cui ogni enzima fosforila e attiva il successivo (tappa ©). 
Le proteina chinasi MEK ed ERK vengono attivate per fo- 
sforilazione di un residuo di Thr e di Tyr. La chinasi ERK at- 
tiva media alcuni degli effetti biologici dell’insulina entran- 


do nel nucleo e fosforilando i fattori di trascrizione, come 
PEIK1 (tappa @), che modula la trascrizione di circa 100 ge- 
ni regolati dell’insulina (tappa @), alcuni dei quali codifica- 
no proteine necessarie alla divisione cellulare. In tal modo 
l’insulina agisce come un fattore di crescita. 

Le proteine Raf-1, MEK ed ERK sono membri di tre 
grandi famiglie, per le quali sono state proposte diverse de- 
nominazioni. ERK fa parte della famiglia delle MAPK (pro- 
teina chinasi attivate dai mitogeni; i mitogeni sono segna- 
li extracellulari che inducono la mitosi e la divisione cellu- 
lare). Subito dopo la scoperta del primo enzima MAPK, si 
trovò che esso veniva attivato da un’altra proteina china- 
si, che fu chiamata MAP chinasi chinasi (MEK appartie- 
ne alla famiglia di queste chinasi); quando venne scoperta 
un’altra chinasi che attiva MAP chinasi chinasi, le fu dato 
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e va incontro ad autofosforilazione sui 
residui di Tyr presenti nella regione 


CAPITOLO 12 


Biosegnalazione 469 


Figura 12.15 Regolazione 
dell'espressione genica da parte 
dell’insulina tramite una cascata 


carbossiterminale. 
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© ERKsi trasferisce 
nel nucleo e fosforila 
i fattori nucleari di 
trascrizione, come 
Elk1, attivandoli. 


Q Elk1 fosforilata si unisce 
a SRF per stimolare la 
trascrizione e la 
traduzione di una serie 
di geni essenziali per la 
divisione cellulare. 


il nome di MAP chinasi chinasi chinasi (la Raf-1 appartie- 
ne alla famiglia di queste chinasi). Un po’ più semplici sono 
le abbreviazioni assegnate a queste tre famiglie di chinasi: 
MAPK, MAPKK e MAPKKK. Imembri delle famiglie MAPK 
e MAPKKK fosforilano specificamente i residui di Ser o di 
Thr, mentre le MAPKK (qui indicate con MEK) fosforilano 
residui di Ser o di Tyr nel loro substrato, cioè MAPK (qui in- 
dicato anche come ERK). 

I biochimici ora riconoscono che la via di biosegnala- 
zione dell’insulina è solo un esempio di uno schema più 
generale in cui un segnale ormonale, attraverso vie simi- 
li a quelle descritte nella Figura 12.15, porta alla fosfori- 
lazione di enzimi bersaglio tramite una serie di proteina 
chinasi. Spesso il bersaglio della fosforilazione è un’altra 
proteina chinasi, che fosforila poi un’altra chinasi, e co- 
sì via. Il risultato è una cascata di reazioni, che amplifi- 
ca il segnale iniziale di diversi ordini di grandezza (vedi 
la Figura 12.1b). La cascata della MAP chinasi (Figu- 
ra 12.15) media il segnale iniziato da vari fattori di cre- 
scita, come il fattore di crescita derivato dalle piastrine 
(PDGF) e il fattore di crescita dell’epidermide (EGF). Ve- 
diamo ora un altro schema generale che si riferisce anco- 


fosforila l’IRS-1 a livello 
di residui di Tyr. 


© Rasattivata si lega 


enzimatica MAP chinasica. Il recettore 
dell'insulina (INSR) è costituito da due 
subunità a, poste sulla faccia esterna della 
membrana plasmatica, e da due 
subunità B, che attraversano la 
membrana e protrudono dalla faccia 
citosolica. Il legame dell'insulina alla 
subunità a provoca una variazione 
conformazionale, che permette 
l'autofosforilazione di residui di Tyr 

nel dominio carbossiterminale delle 
subunità p. L'autofosforilazione attiva 
ulteriormente il dominio Tyr chinasico, 
che catalizza la fosforilazione di proteine 
bersaglio. La via di segnalazione 
attraverso la quale l'insulina regola 
l'espressione di geni specifici è costituita 
da una cascata di proteina chinasi, 
ciascuna delle quali attiva la successiva. 
INSR è una chinasi Tyr-specifica; le altre 
chinasi (tutte mostrate in blu) fosforilano 
residui di Ser o di Thr. MEK è una chinasi 
con una doppia specificità, poiché 
fosforila residui di Thr e di Tyr di ERK 
(chinasi extracellulare regolata); MEK è 
una chinasi attivata dai mitogeni, che 

a sua volta attiva la ERK; l'SRF è il serum 
response factor (fattore di risposta al siero). 


dell’insulina 


Il dominio SH2 di Grb2 si 
lega alla P-Tyr di IRS-1. 
Sos si lega a Grb2, e quindi 
a Ras, promuovendo il 
rilascio del GDP e il 
legame di GTP a Ras. 


a Raf-1, attivandola a 
sua volta. 


Raf-1 fosforila MEK a 
livello di due residui di 
Ser e la attiva. MEK 
fosforila ERK su un 
residuo di Thr e uno di 
Tyr e la attiva. 


ra alla via di segnalazione che parte dal recettore dell’in- 
sulina e che consiste nell’uso di proteine adattatrici non 
enzimatiche, che uniscono i componenti di una via di se- 
gnalazione con biforcazioni. 

e Ilfosfolipide di membrana PIP; agisce a livello di una 
biforcazione della via di segnalazione dell’insulina 

La via di segnalazione dell’insulina si biforca a livello di IRS-1 
(Figura 12.15, tappa @). Infatti Grb2 non è la sola protei- 
na che si associa a IRS-1 fosforilato. Lenzima fosfoinositide 
3-chinasi (PI3K) si lega a IRS-1 tramite il dominio SH2 pre- 
sente nella PI3K (Figura 12.16). Una volta attivata, la PIB3K 
fosforila il lipide di membrana fosfatidilinositolo 4,5-bisfo- 
sfato (PIP;) in fosfatidilinositolo 3,4,5-trisfosfato (PIP3). La 
testa di PIP, che è dotata di cariche e sporge sulla faccia 
citoplasmatica della membrana plasmatica, è il punto di 
partenza per una seconda via di segnalazione, che coin- 
volge un altro sistema di cascata enzimatica, sempre cata- 
lizzata da proteina chinasi. Quando si lega al PIP3, la pro- 
teina chinasi B (PKB; detta anche Akt) viene fosforilata e 
attivata da un’altra proteina chinasi, la PDK1. La PKB at- 
tivata fosforila i residui di Ser e Thr delle proteine bersa- 
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6 | GSK3, inattivata 
dalla fosforilazione, 
non può convertire 
la glicogeno sintasi (GS) 
nella sua forma inattiva 
mediante fosforilazione, 

quindi GS resta attiva. 
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© | La sintesi 
del glicogeno 
da glucosio 
è accelerata. 


Figura 12.16 Azione dell’insulina sulla sintesi del glicogeno e 
trasferimento di GLUT4 sulla membrana plasmatica. L'attivazione 
della PI3 chinasi (PI3K) da parte dell’IRS-1 fosforilato segnala 


glio, una delle quali è la glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3). 
Nella sua forma attiva non fosforilata la GSK3 fosforila la 
glicogeno sintasi, inattivandola, e quindi contribuendo a 
diminuire la velocità di sintesi del glicogeno. (Questo mec- 
canismo spiega solo una parte degli effetti dell’insulina sul 
metabolismo del glicogeno.) Quando viene fosforilata dalla 
PKB, la GSK3 viene inattivata. Impedendo l’inattivazione 
della glicogeno sintasi nel fegato e nel muscolo, la casca- 
ta della fosforilazione di proteine innescata dall’insulina 
stimola la sintesi del glicogeno (Figura 12.16). In una ter- 
za via di segnalazione, presente nel muscolo e nel tessu- 
to adiposo, la PKB innesca il trasferimento, favorito dalla 
clatrina, del trasportatore del glucosio (GLUT4) dalle ve- 
scicole interne alla membrana plasmatica, stimolando l’af- 
flusso del glucosio dal sangue (Figura 12.16, tappa ©; ve- 
di anche il Box 11.1). 


Come in tutte le vie di biosegnalazione, anche per 
7 il segnale PI3K-PKB esiste un meccanismo speci- 

fico in grado di interromperlo. Una fosfatasi spe- 
cifica per il PIP; (PTEN nell'uomo) rimuove il gruppo fo- 
sforico in posizione 3 del PIP} producendo PIP,, che non 
è più in grado di legarsi alla PKB. Di conseguenza, la via di 
trasduzione del segnale viene interrotta. In vari tipi di tu- 
more il gene PTEN è mutato e il meccanismo di regolazio- 


ne è alterato; i livelli di PIP; diventano più elevati della 
norma e l’attività della PKB è aumentata. Il segnale conti- 
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0 IRS-1, fosforilata dal 
recettore dell’insulina, 
attiva la PI3K legandosi 
al suo dominio SH2. 

La PI3K converte PIP, 
in PIP;. 


La PKB legata a PIP 

è fosforilata dalla PDK1 
(non mostrata). Una 
volta attivata, la PKB 
fosforila GSK3 su un 
residuo di Ser e la 
inattiva. 


de - 
È O Glucosio 


O = 6 LaPKB stimola il 


movimento dei 
trasportatori del glucosio 
GLUTA da vescicole 
interne alla membrana 
plasmatica, aumentando 
l'assunzione di glucosio. 


À 


(attraverso la proteina chinasi B, PKB) il trasferimento del trasportatore 
del glucosio GLUT4 sulla membrana plasmatica e l'attivazione della 
glicogeno sintasi. 


nuo per la divisione cellulare potrebbe essere la causa 
dell’insorgenza e della crescita del tumore. © 

Il recettore dell’insulina è il prototipo di diversi recetto- 
ri enzimatici, strutturalmente e funzionalmente correlati 
con gli RTK (Figura 12.17). I recettori dell’EGF e del PDGE 
per esempio, hanno somiglianze strutturali e di sequenza 
amminoacidica con l’INSR; essi possiedono un'attività Tyr 
chinasica che fosforila l’IRS-1. Molti di questi recettori di- 
merizzano dopo aver legato il ligando; l’INSR è un’eccezio- 
ne, avendo già la struttura dimerica (af), prima del lega- 
me dell’insulina. (Il protomero del recettore dell’insulina è 
un’unità af.) Il legame delle proteine adattatrici, come la 
Gbr2 ai residui (P) -Tyr, può essere considerato un mecca- 
nismo per promuovere l’interazione proteina-proteina ini- 
ziata dagli RTK, un argomento, questo, che verrà ripreso 
nella Sezione 12.5. 

Oltre ai numerosi recettori che agiscono come protei- 
na Tyr chinasiche (gli RTK), vi sono anche molte altre pro- 
teine, anch’esse presenti sulla membrana plasmatica con 
un'attività Tyr fosfatasica, simili ai recettori. Basandoci sul- 
le strutture di queste proteine, possiamo desumere che i 
loro ligandi siano componenti della matrice extracellula- 
re o che appartengano alle molecole di superficie presen- 
ti su altre cellule. Sebbene i ruoli di queste proteine nella 
segnalazione non siano ancora stati ben compresi, come 
quelli esercitati dagli RTK, è molto chiaro che esse hanno 
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Figura 12.17 Recettori con attività tirosina chinasica. 

| recettori di fattori di crescita che trasmettono il segnale tramite 
l'attività Tyr chinasica comprendono i recettori per l'insulina (INSR), 

per il fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGFR), per il fattore 
di crescita derivato dalle piastrine (PDGFR), per il fattore di crescita 
dell'epidermide (EGFR), per il fattore di crescita nervosa a elevata 
affinità (TrkA) e per il fattore di crescita dei fibroblasti (FGFR). Tutti 
questi recettori hanno un dominio Tyr chinasico sul lato citoplasmatico 
della membrana plasmatica (in celeste). Ognuno ha un suo 
caratteristico dominio extracellulare, in accordo con la specificità per 

i diversi fattori di crescita. | domini extracellulari sono combinazioni di 
motivi strutturali diversi, come segmenti ricchi di cisteina o di leucina 

e segmenti contenenti uno o più motivi che comunemente si trovano 
nelle immunoglobuline (domini Ig-simili; vedi la Figura 4.22). Molti altri 
recettori di questo tipo sono codificati nel genoma umano, ciascuno 
con un differente dominio extracellulare e una diversa specificità di 
ligando. 


la potenzialità di bloccare le azioni esercitate dai segnali 
che stimolano gli RTK. 

Perché l'evoluzione ha creato un meccanismo di regola- 
zione così complicato? Questo sistema permette a un’unica 
molecola recettoriale di attivare molte molecole di IRS-1, 
amplificando così il segnale dell’insulina, e inoltre provve- 
de a integrare il segnale proveniente da differenti recetto- 
ri, come l’EGFR e il PDGFR, ognuno dei quali può fosfo- 
rilare l’IRS-1. Inoltre, poiché l’IRS-1 può attivare una qua- 
lunque delle diverse proteine che contengono il dominio 
SH2, un singolo recettore che agisca tramite l’IRS-1 può da- 
re inizio a due o più vie di biosegnalazione. L’insulina agi- 
sce sull’espressione genica attraverso la via Grb2-Sos-Ras- 
MAPK, mentre agisce sul metabolismo del glicogeno e sul 
trasporto del glucosio attraverso la via PI3K-PKB. Infine, 
esistono proteine strettamente correlate alle IRS (IRS-2, 
IRS-3), ciascuna con la sua caratteristica distribuzione e 
funzione, che arricchiscono ulteriormente le possibilità 
di biosegnalazione innescate dalle RTK. 


e Ancheilsistema di segnalazione JAK-STAT ha un'attività 
tirosina chinasica 

Una variazione sul tema di base dei recettori Tyr chinasi- 

ci si osserva nei recettori che non hanno attività proteina 
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chinasica intrinseca ma, quando legano i loro ligandi, si as- 
sociano a una Tyr chinasi citosolica. Un esempio è il siste- 
ma che regola la formazione degli eritrociti nei mammife- 
ri. La citochina (segnale di sviluppo) per questo sistema 
è l’eritropoietina (EPO), una proteina di 165 amminoaci- 
di prodotta nel rene. Quando l’EPO si lega al suo recetto- 
re di membrana (Figura 12.18), quest'ultimo dimerizza e 
si lega alla proteina chinasi solubile JAK (chinasi Janus). 
Questo legame attiva JAK, che fosforila molti residui di Tyr 
nel dominio citoplasmatico del recettore EPO. Una famiglia 
di fattori di trascrizione, complessivamente chiamati STAT 
(trasduttori di segnale di attivazione della trascrizione), è a 
sua volta bersaglio dell’attività della JAK chinasi. Quando il 
dominio SH2 di STATS lega i residui di (P)-Tyr nel recetto- 
re EPO, posiziona lo STAT per una fosforilazione da parte 
di JAK. Quando STATS è fosforilato in risposta a EPO, for- 
ma dimeri, esponendo un segnale per il suo trasporto nel 


Eritropoietina 


Recettore per l’EPO 


Citosol 


Cascata 
j enzimatica 
della MAPK 


MAPK 


(b) 
Dominio SH2 


dimerizzazione 


Nucleo 


Figura 12.18 Il meccanismo di trasduzione JAK-STAT per il 
recettore dell’eritropoietina. Il legame dell'eritropoietina (EPO) 
causa la dimerizzazione del recettore dell'EPO, che permette a JAK, 
una Tyr proteina chinasi solubile, di legarsi al dominio interno del 
recettore e di fosforilarlo a livello di alcuni residui di Tyr. (a) In una 
delle vie di trasduzione del segnale, il dominio SH2 di STAT5, una 

delle proteine STAT, lega i residui (P)-Tyr del recettore, portandolo in 
prossimità della JAK. In seguito alla fosforilazione della STATS da parte 
della JAK, due molecole di STAT5 dimerizzano, ciascuna legandosi al 
residuo (P)-Tyr dell'altra, esponendo una sequenza per la localizzazione 
cellulare (NLS), che permette al dimero di essere trasportato nel nucleo. 
In questa localizzazione, STATS attiva i geni per l'espressione dell'EPO. 
(b) In una seconda via di segnalazione, dopo il legame dell'EPO e 
l'autofosforilazione di JAK, la proteina adattatrice SHC si lega a (P)-Tyr 
del recettore, poi Grb2 si lega a SHC e induce la cascata enzimatica 
delle MAPK, come nel sistema dell’insulina (vedi la Figura 12.15). 
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Figura 12.19 Scambio di informazioni (cross talk) tra 
il recettore dell’insulina e il recettore B,-adrenergico 
(o altri GPCR). L'INSR attivato dal legame con l'insulina 
fosforila direttamente il recettore fi-adrenergico (a 
destra) su due residui di Tyr (Tyr*°° e Tyr594) in prossimità 
dell'estremità carbossiterminale e indirettamente causa 

la fosforilazione di due residui di Ser nella stessa regione 
attraverso l'attivazione della proteina chinasi B (PKB) 


\ 

(vedi la Figura 12.16). Queste fosforilazioni determinano 
NI) >» + PKB pane l'internalizzazione del recettore adrenergico, riducendo 
\Raf.1 DDDA la risposta della cellula a questo stimolo. In alternativa (a 

ed sli Internalizzazione sinistra), INSR può catalizzare la fosforilazione di un GPCR 
o del GPCR, riduzione (un recettore adrenergico o un altro tipo di recettore) su 
È Nn della risposta al GPCR un residuo di Tyr nella regione carbossiterminale e può 
ERK ) Citosol generare un punto di nucleazione che attiva la cascata 
delle MAPK (vedi la Figura 12.15), utilizzando Grb2 come 
Nucleo proteina adattatrice. In questo caso, INSR utilizza GPCR per 
Alterazione aumentare la sua segnalazione. 


dell'espressione genica 


nucleo. Qui STAT5 determina l’espressione (trascrizione) di 
geni specifici essenziali che servono alla maturazione degli 
eritrociti. Questo sistema JAK-STAT opera in molte altre vie 
di segnalazione, come quella dell'ormone leptina, di cui par- 
leremo in dettaglio nel Capitolo 23 (vedi la Figura 23.36). 
La JAK attivata può anche indurre, attraverso Grb2, la ca- 
scata delle MAPK (Figura 12.18b), che porta all’alterazione 
dell'espressione di specifici geni. 

Src è un’altra proteina Tyr chinasi solubile che si asso- 
cia a certi recettori quando legano i loro ligandi. Src è stata 
la prima proteina in cui si è scoperto il dominio di legame 
®-Tyr, che successivamente è stato definito dominio di 
omologia a Src (SH2). 


e Loscambio di informazioni tra i sistemi di segnalazione 
è frequente e complesso 

Anche se per semplicità abbiamo trattato le vie di tra- 
sduzione del segnale come sequenze separate di even- 
ti, ciascuna delle quali ha conseguenze metaboliche ben 
precise, di fatto esiste un’estesa rete di interconnessione 
(cross talk) tra i diversi sistemi di segnalazione. Bisogna 
tener presente che le vie metaboliche stesse, di per sé re- 
golate, sono costituite da un fitto intreccio di reazioni. Le 
vie di segnalazione per l’insulina e per l'adrenalina sono 
state discusse separatamente, ma esse non operano indi- 
pendentemente l’una dall’altra. Infatti l’insulina in mol- 
ti tessuti contrasta gli effetti dell’adrenalina, poiché l’at- 
tivazione del segnale dell’insulina allo stesso tempo atte- 
nua il sistema di segnalazione B-adrenergico. Per esem- 
pio, l’INSR chinasi fosforila direttamente due residui di 
tirosina della coda citoplasmatica del recettore fi;-adre- 
nergico e la PKB, attivata dall’insulina (Figura 12.19), fo- 
sforila due residui di Ser nella stessa regione. La fosfori- 
lazione di questi quattro residui innesca l’internalizza- 
zione del recettore B;-adrenergico, inattivandolo e ab- 
bassando la risposta cellulare all’adrenalina. Un secon- 
do tipo di scambio di informazioni tra questi recettori si 
ha quando i residui (®) -Tyr del recettore B,-adrenergico, 
fosforilato dall’INSR, iniziano la nucleazione di protei- 
ne che contengono il dominio SH2, come la Gbr2 (Figu- 


ra 12.19, lato sinistro). attivazione della MAPK ERK da 
parte dell’insulina (vedi la Figura 12.15) è 5-10 volte più 
elevata in presenza del recettore B,-adrenergico, forse a 
causa di questo scambio di informazioni. Anche i siste- 
mi di segnalazione che usano l’AMP ciclico e il Ca°* sono 
strettamente interconnessi; ciascun secondo messagge- 
ro ha un effetto sulla produzione e sulla concentrazione 
dell’altro. Una delle sfide poste dalla biologia dei sistemi 
è quella di riuscire a spiegare gli effetti di tutte queste in- 
terazioni sull’intero metabolismo di un tessuto. 


SOMMARIO 12.3 
Recettori con attività tirosina chinasica 

* Il recettore dell’insulina, INSR, è un prototipo dei re- 
cettori enzimatici con attività tirosina chinasica. Quan- 
do si lega all’insulina, ciascuna unità af dell’INSR 
fosforila la corrispettiva subunità f, innescando l’atti- 
vità tirosina chinasica del recettore. La chinasi cataliz- 
za la fosforilazione di residui di Tyr in altre proteine, 
come l’ISR-1. 

e I residui di fosfotirosina dell’ISR-1 servono come siti di 
legame di proteine con domini SH2. Alcune di queste 
proteine, come Grb2, hanno uno o più domini di legame 
per proteine, e fungono da adattatori per posizionare 
due proteine una vicina all’altra. 

e La proteina Sos legata alla Gbr2 catalizza lo scambio 
GDP-GTP sulla proteina Ras (una piccola proteina G), 
che a sua volta attiva una cascata chinasica MAPK, che 
conduce alla fosforilazione di proteine bersaglio nel ci- 
tosol e nel nucleo. Ne risultano modificazioni metaboli- 
che specifiche ed effetti sull’espressione genica. 

e In ramificazioni della segnalazione insulinica, l'enzima 
PI3K, attivato per interazione con l’IRS-1, converte il li- 
pide di membrana PIP, in PIP, che diventa un punto di 
nucleazione per proteine. 

e Nel sistema di segnalazione JAK-STAT, JAK, una tirosi- 
na chinasi solubile, viene attivata per associazione con 
un recettore e fosforila il fattore di trascrizione STAT, 
che entra nel nucleo e influenza l’espressione di una 
serie di geni. 
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e Le vie di biosegnalazione sono strettamente intercon- 
nesse; vengono così favorite l'integrazione e la sottile re- 
golazione di effetti ormonali multipli. 


| recettori con attività guanilil ciclasica, 
il CGMP e la proteina chinasi G 


Le guanilil ciclasi (Figura 12.20) sono recettori dotati di at- 
tività enzimatica e sono in grado di convertire il GTP nel 
secondo messaggero guanosina 3',5'-monofosfato cicli- 
co (GMP ciclico, cGMP): 


O 
a NA 
LL 
A ZTN 
] fg Neo 
"0 P (0) È -0 P (0) Ho 
(0) 0° (0) 


» PP, 


Guanosina 3‘,5’-monofosfato ciclico 
(cGMP) 


Molte delle azioni mediate dal cCGMP negli animali sono 
mediate dalla proteina chinasi cGMP-dipendente, det- 
ta anche proteina chinasi G (PKG). Dopo l’attivazione da 
parte del cCGMP la PKG fosforila residui di Ser e di Thr di 
proteine bersaglio. I domini catalitici e regolatori di questo 
enzima sono situati in un singolo polipeptide (M, 80 000 
circa). Parte del dominio di regolazione si inserisce nel sito 
di legame del substrato. Il legame del cGMP costringe que- 
sto pseudosubstrato a uscire dal sito di legame, rendendo 
il sito attivo disponibile per una proteina bersaglio conte- 
nente la sequenza consenso per la PKG. 

Il GMP ciclico genera diversi messaggi in tessuti diffe- 
renti. Nel rene e nell’intestino il nucleotide ciclico modi- 
fica il trasporto ionico e la ritenzione idrica; nel muscolo 
cardiaco (un tipo di muscolo liscio) è un segnale di rilas- 
samento; nel cervello interviene sia nel processo di svi- 
luppo, sia nella funzione cerebrale dell'adulto. La guani- 
lil ciclasi nel rene è attivata dall’ormone peptidico fatto- 
re natriuretico atriale (ANF), che viene rilasciato dal- 
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Figura 12.20 Due tipi di guanilil ciclasi che partecipano alla 
trasduzione del segnale. (a) Un tipo è un omodimero con un 
singolo segmento transmembrana presente in ogni monomero, 
che collega il domino extracellulare che lega il ligando e il dominio 
intracellulare contenente la guanilil ciclasi. Questi tipi di recettori 
sono utilizzati per riconoscere due ligandi extracellulari: il fattore 
natriuretico atriale (ANF; recettori delle cellule dei dotti renali 
collettori e muscoli lisci vascolari) e la guanilina (un ormone peptidico 
prodotto nell'intestino, con recettori nelle cellule dell'epitelio 
intestinale). Il recettore della guanilina è anche il bersaglio di 
un'endotossina batterica che provoca una grave forma di diarrea. 
(b) L'altro tipo è un enzima solubile contenente un gruppo eme che 
viene attivato dall'ossido nitrico intracellulare (NO); questa forma 

si trova in molti tessuti, come il muscolo liscio del cuore e dei vasi 
sanguigni. 


le cellule dell’atrio cardiaco quando il cuore si distende 
per l'aumento del volume sanguigno. Raggiunto il rene, 
DANF attiva la guanilil ciclasi nelle cellule di tubuli col- 
lettori (Figura 12.20a). Eaumento della [cGMP] provoca 
un incremento nell’escrezione dell’Na* e di conseguenza 
dell’acqua, a causa della variazione della pressione osmo- 
tica. La perdita di acqua riduce il volume ematico, e di- 
minuisce così lo stimolo che inizialmente aveva condotto 
alla secrezione dell’ANF. Anche il muscolo vascolare li- 
scio possiede un recettore per l’ANF con attività guanilil 
ciclasica; legandosi a questo recettore, ’ANF causa rila- 
sciamento (vasodilatazione) dei vasi sanguigni, che por- 
ta a un aumento del flusso sanguigno e a una diminuzio- 
ne della pressione sanguigna. 

Un recettore simile con attività guanilil ciclasica, localiz- 
zato nella membrana plasmatica delle cellule intestinali, è 
attivato dal peptide guanilina (Figura 12.20a), che regola la 
secrezione del CI nell'intestino. Questo recettore è anche il 
bersaglio di un’endotossina termostabile prodotta da Esche- 
richia coli e da altri batteri gram-negativi. Paumento della 
[CGMP] causata dall’endotossina determina la secrezione 
del CIT e come conseguenza diminuisce il riassorbimento 
dell’acqua da parte dell’epitelio intestinale, determinando 
una condizione di diarrea. 

Un tipo completamente diverso di guanilil ciclasi è una 
sua forma citosolica contenente un gruppo eme (Figura 
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12.20b), un enzima attivato dall’ossido nitrico (NO). Possido 
nitrico viene prodotto a partire dall’arginina dalla NO sintasi 
Ca°*-dipendente, presente in molti tessuti di mammifero; 
esso poi diffonde dalle cellule dove è stato sintetizzato al- 
le cellule vicine. 


NH> NH; 
+ NADPH NADP* 
C=NH;y Î C=0 
(0) 
NH 4 NH 
È Ca? 

(CH 2a NO sintasi ” (CHa) #0 

CH_-C00 CH_C00 
NH 3 NH 3 

Arginina Citrullina 


L’NO è sufficientemente non polare da poter attraversa- 
re le membrane plasmatiche senza l’aiuto di un traspor- 
tatore: si lega al gruppo eme della guanilil ciclasi e attiva 
la produzione di GMP ciclico. Nel cuore, la proteina chi- 
nasi cGMP-dipendente riduce la forza contrattile, stimo- 
lando le pompe ioniche che rimuovono il Ca°* dal citosol. 


Il rilassamento del muscolo cardiaco indotto dal- 
Ea Y’NO è la stessa risposta indotta dalla nitroglice- 

rina e da altri vasodilatatori nel trattamento 
dell’angina pectoris, il dolore causato dalla contrazione 
del cuore privato di O; a causa del blocco delle arterie co- 
ronariche. L’ossido nitrico è instabile e il suo effetto è di 
breve durata: nel giro di pochi secondi dalla sua produzio- 
ne va incontro a ossidazione a nitrito o nitrato. I nitrova- 
sodilatatori producono un prolungato rilassamento del 
muscolo cardiaco, in quanto si decompongono lentamen- 
te, di solito in ore, producendo un flusso continuo di NO. 
L'efficacia della nitroglicerina nel trattamento dell’angina 
fu scoperta casualmente nelle fabbriche che producevano 
nitroglicerina come esplosivo intorno al 1860. I lavoratori 
che soffrivano di angina riferivano spesso che le loro con- 
dizioni miglioravano durante i giorni di lavoro, ma peggio- 
ravano nel fine settimana. I medici che avevano in cura 
questi lavoratori alla fine pensarono a una relazione tra la 
nitroglicerina e il miglioramento; nacque così l’uso di que- 
sta sostanza come farmaco. 

Gli effetti dell'aumento della sintesi del (GMP diminui- 
scono alla cessazione dello stimolo, perché una specifica 
fosfodiesterasi (CGMP PDE) converte il cGMP nel compo- 
sto inattivo 5'-GMP luomo possiede differenti forme di 
cGMP PDE, con differenti distribuzioni tissutali. L’isofor- 
ma dei vasi sanguigni del pene è inibita dal farmaco silde- 
nafil (viagra), che quindi mantiene la [cGMP] elevata, in 
risposta a uno stimolo appropriato. L’uso di questo farma- 
co per il trattamento delle disfunzioni erettili si basa su 
questi meccanismi molecolari. 


Sildenafil (viagra) lo) 
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Il cGMP ha un ruolo anche nell’occhio dei vertebrati: esso 
apre canali ionici specifici dei coni e dei bastoncelli. Tor- 
neremo su questo argomento quando tratteremo la bio- 
chimica della visione nella Sezione 12.10. 


SOMMARIO 12.4 
I recettori con attività guanilil ciclasica, 
il CGMP e la proteina chinasi G 

e Diverse molecole di segnalazione, come il fattore natriu- 
retico atriale e la guanilina, agiscono tramite recettori 
che possiedono attività enzimatica guanilil ciclasica. Il 
cGMP così prodotto è un secondo messaggero che atti- 
va la proteina chinasi cGMP-dipendente (PKG). Que- 
sto enzima influenza il metabolismo, fosforilando spe- 
cifici enzimi bersaglio. 

e Lossido nitrico è un messaggero a vita breve che stimo- 
la una guanilil ciclasi solubile, aumentando la [cGMP] 
e attivando la PKG. 


Proteine adattatrici polivalenti 
e zattere delle membrane 


Due osservazioni di carattere generale sono emerse dallo 
studio dei sistemi di segnalazione trattati fino a ora: (1) le 
proteina chinasi che fosforilano i residui di Tyr, Ser e Thr 
sono fondamentali nella biosegnalazione, influenzando 
direttamente, tramite fosforilazione, le attività di un gran 
numero di proteine substrato; (2) le interazioni proteina- 
proteina, indotte dalla fosforilazione reversibile dei residui 
di Tyr, Ser e Thr nelle proteine di segnale, creano dei siti di 
ancoraggio per altre proteine e producono effetti indiretti 
su proteine più a valle nella via di segnalazione. Molte pro- 
teine di segnalazione sono polivalenti: esse possono intera- 
gire contemporaneamente con diverse proteine formando 
complessi multiproteici. In questa sezione presenteremo 
alcuni esempi che illustrano i principi generali delle inte- 
razioni fosforilazione-dipendenti fra proteine appartenen- 
ti alle vie di segnalazione. 


e Moduli proteici legano residui fosforilati di Tyr, Ser o Thr 
nelle proteine partner 

Nella via di segnalazione dell’insulina, la proteina Grb2 
(Figure 12.15 e 12.19) si lega tramite il suo dominio SH2 
ad altre proteine che espongono residui di ®)-Tyr. Il ge- 
noma umano codifica almeno 87 proteine contenenti do- 
mini SH2, molte delle quali già identificate come proteine 
coinvolte in processi di trasduzione del segnale. Il residuo 
€®)-Tyr si lega in una profonda tasca del dominio SH2, con 
tutti gli atomi di ossigeno del gruppo fosforico impegna- 
ti in legami idrogeno o interazioni elettrostatiche. Le ca- 
riche positive di due residui di Arg partecipano a queste 
interazioni. Piccole differenze nella struttura del dominio 
SH2 spiegano le specificità di interazione di queste protei- 
ne nei riguardi delle proteine contenenti residui di ©)-Tyr. 
Il dominio SH2 solitamente interagisce con un residuo 
®)-Tyr (a cui si assegna la posizione 0) e con i tre succes- 
sivi residui verso l’estremità carbossilica (a cui si assegna- 
no le posizioni +1, +2, +3). Alcuni domini SH2 (Src, Fyn, 
Hck, Nck) preferiscono residui carichi negativamente nel- 
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le posizioni +1 e +2; altri (PLCy1, SHP2) hanno una lun- 
ga scanalatura idrofobica che lega specificamente i residui 
alifatici nelle posizioni comprese tra +1 e +5. Queste dif- 
ferenze definiscono le varie sottoclassi di domini SH2 con 
differenti specificità. 

I domini di legame della fosfotirosina (domini PTB; 
Figura 12.21) costituiscono un altro partner per le protei- 
ne (P)-Tyr, ma le loro sequenze e strutture tridimensiona- 
li sono distinte da quelle dei domini SH2. Il genoma uma- 
no codifica 24 proteine che contengono domini PTB, co- 
me le IRS-1, già prese in considerazione per il loro ruolo di 
proteine adattatrici nella trasduzione del segnale insulini- 
co (Figura 12.15). I siti di legame per i domini SH2 e PTB 
delle proteine partner vengono creati dalle Tyr chinasi ed 
eliminati da tirosina fosfatasi (PTPasi). 

Altre proteina chinasi coinvolte nella segnalazione, co- 
me la PKA, la PKC e i membri della cascata MAPK, fosfori- 
lano residui di serina e di treonina delle proteine bersaglio; 
questi gruppi acquisiscono in alcuni casi la capacità di in- 
teragire con altre proteine attraverso i residui fosforilati, 
innescando una nuova cascata di eventi. Sono stati iden- 
tificati molti domini che si legano ai residui di ®)-Ser e di 
©) -Thr e certamente ne verranno identificati altri. Cia- 
scun dominio presenta una certa sequenza intorno al resi- 
duo fosforilato, così i domini rappresentano famiglie di siti 
di riconoscimento altamente specifici, in grado di legarsi a 
specifiche sottoclassi di proteine fosforilate. 

In alcuni casi la regione di una proteina che lega il re- 
siduo di (©) -Tyr di una proteina substrato viene nascosta 
dalla sua interazione con una (®)-Tyr presente nella stessa 
proteina. Per esempio, la proteina solubile Src tirosina chi- 
nasi, quando viene fosforilata su un residuo di Tyr essen- 
ziale, diventa inattiva, in quanto un dominio SH2 normal- 
mente necessario per legare una proteina substrato si le- 
ga invece alla ©®)-Tyr interna. Quando il residuo di (P)-Tyr 
viene idrolizzato da una fosfoproteina fosfatasi, l’attività 
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Figura 12.21 Interazione di un dominio PTB con un residuo 
®)-Tyr di una proteina partner. (PDB ID 1SHC) Il dominio PTB è 
rappresentato come immagine della superficie in celeste. Il residuo di 
P)Tyr interagente della proteina partner (in rosso) si proietta nella 
tasca di legame del dominio PTB, dove viene tenuto saldamente 
legato da molteplici interazioni non covalenti. 
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Tyr chinasica della Src viene ripristinata (Figura 12.22a). 
Allo stesso modo, la glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3) è 
inattiva quando viene fosforilata su un residuo di serina 
di un dominio autoinibitorio (Figura 12.22b). La defosfori- 
lazione di quel dominio permette all’enzima di legarsi alle 
sue proteine bersaglio (e quindi di fosforilarle). 

Oltre ai tre residui proteici fosforilati, c'è una quarta 
struttura che contribuisce al processo di nucleazione che 
poi conduce alla formazione di complessi sopramolecolari 
di proteine di segnalazione: il gruppo fosforilato della te- 
sta dei fosfatidilinositoli. Molte proteine di segnalazione 
contengono domini, come l’SH3 e il PH (dominio di omo- 
logia della plextrina), che si legano saldamente a molecole 
di PIP; che sporgono dal foglietto interno della membrana 
plasmatica. Tutte le volte che l’enzima PI3K produce il se- 
gnale PIP; fosforilando la testa del fosfatidilinositolo PIP, 
(per esempio, in risposta al segnale insulinico), le protei- 
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Figura 12.22 Meccanismo di autoinibizione della Src e della 
GSK3. (a) Nella forma attiva della Tyr chinasi Src, un dominio SH2 

lega una P}Tyr della proteina substrato, e un dominio SH3 lega una 
regione ricca di residui di prolina, sempre nel substrato, allineando 

il sito attivo della chinasi con diversi residui bersaglio di Tyr del 
substrato (in alto). Quando l'Src viene fosforilata su uno specifico 
residuo di Tyr (in basso), il dominio SH2 lega il P)-Tyr interno invece 
del (P)-Tyr del substrato, e il dominio SH3 si lega a una regione interna 
ricca di prolina, impedendo il legame tra l'enzima e il substrato; in 
questo modo l'enzima si autoinibisce. (b) Nella forma attiva della 
glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3), un dominio interno di legame della 
®>-Ser lega (P) di un residuo di Ser nel substrato (la glicogeno sintasi) 
e quindi posiziona la chinasi in modo da fosforilare i residui di serina 
(in alto). La fosforilazione di un residuo di serina interno permette 

al segmento della chinasi di occupare il sito di legame di P)-Ser, 
bloccando l'interazione con il substrato (in basso). 
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ne che riconoscono questo segnale si aggregano sulla su- 
perficie della membrana interna. 

La maggioranza delle proteine coinvolte nella segna- 
lazione a livello della membrana plasmatica possiede uno 
o più domini di legame per i fosfolipidi o per le proteine. 
Molte ne hanno tre o più di tre e sono quindi polivalen- 
ti rispetto all’interazione con altre proteine di segnalazio- 
ne. La Figura 12.23 mostra alcune di queste proteine poli- 
valenti che partecipano alla biosegnalazione. Molti sono i 
complessi di segnalazione i cui componenti hanno domini 
che si legano alle membrane. Se si considera la localizza- 
zione di tante proteine di segnalazione sulla superficie in- 
terna della membrana, si comprende che le molecole che 
devono interagire con queste proteine per produrre una 
risposta al segnale sono confinate in uno spazio bidimen- 
sionale, la superficie della membrana. Qui le collisioni av- 
vengono con maggior probabilità rispetto al citosol, cioè 
uno spazio tridimensionale. 

Per concludere, il quadro delle vie di biosegnalazione 
ricavato dallo studio delle proteine coinvolte e in partico- 
lare dei loro domini di segnalazione è veramente notevo- 
le. Un segnale iniziale porta alla fosforilazione di un re- 
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Figura 12.23 Alcuni moduli di legame delle proteine di 
segnalazione. Ogni proteina è rappresentata da una linea (con 
l'estremità amminoterminale sulla sinistra); i simboli indicano la 
localizzazione dei domini di legame conservati (con specificità 
indicata nel riquadro; le altre abbreviazioni sono spiegate nel 
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cettore o di una proteina bersaglio, innescando la costru- 
zione di complessi proteici di grandi dimensioni, uniti da 
un’impalcatura formata da proteine adattatrici dotate di 
capacità di legami polivalenti. Alcuni di questi complessi 
contengono diverse proteina chinasi che si attivano a vi- 
cenda, producendo una cascata di fosforilazioni e quindi 
una notevole amplificazione del segnale. L'interazione (a 
livello della membrana) tra le chinasi che partecipano alle 
cascate fa sì che queste associazioni specifiche non avven- 
gano in modo casuale in uno spazio tridimensionale. Per 
esempio, nella cascata MAPK la proteina di supporto KSR 
lega tutte e tre le chinasi (MAPK, MAPKK e MAPKKK), in 
modo che esse si dispongano l’una vicino all’altra con un 
corretto orientamento, così da conferire loro anche pro- 
prietà allosteriche nelle loro interazioni. Tutto questo ren- 
de la fosforilazione in serie di proteine un processo sensi- 
bile anche a stimoli deboli (Fig. 12.24). 

Le fosfotirosina fosfatasi rimuovono il gruppo fosfori- 
co dai residui di (È)-Tyr, annullando così l’effetto delle fo- 
sforilazioni. Alcune di queste proteine sono simili ai re- 
cettori, probabilmente controllate da fattori extracellulari 
non ancora identificati. Altre sono invece proteine solubi- 
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testo); i riquadri in verde indicano i domini catalitici. Il nome di 

ogni proteina viene riportato in corrispondenza della sua estremità 
carbossiterminale. Queste proteine di segnalazione interagiscono con 
proteine fosforilate o fosfolipidi in molte combinazioni per produrre 
complessi di segnalazione integrati. 
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Figura 12.24 Una proteina di supporto del lievito 

che organizza e regola una cascata di proteina chinasi. 

(a) La proteina di supporto KSR ha siti di legame per tutte e tre le 
chinasi che prendono parte alla cascata Raf/MEK/Erk. Legandole tutte 
e tre nell'orientamento appropriato, la proteina di supporto rende 
molto rapide ed efficienti le interazioni tra queste proteine. Quando 
Erk è stato attivato (a sinistra), fosforila il sito di legame per Raf (a 
destra), inducendo così una modificazione conformazionale che 
scalza Raf e quindi evita la fosforilazione di MEK. Il risultato di questa 
regolazione retroattiva (feedback) è una fosforilazione temporanea di 
MEK. (b) Nelle cellule di lievito con una KSR mutante a cui mancano 

i siti di fosforilazione (curva rossa), non avviene alcuna regolazione a 
feedback, il che produce una segnalazione differente nel tempo. 


li contenenti domini SH2. Le cellule animali contengono 
inoltre P)-Thr e ®)-Ser fosfatasi, che annullano gli effetti 
di specifiche Thr- e Ser-proteina chinasi. È evidente che la 
biosegnalazione avviene all’interno di circuiti proteici, che 
partono esclusivamente dal segnale recettoriale in risposta 
all’effettore e che possono essere interrotti in qualunque 
momento per idrolisi di un legame fosfoestere. 

La polivalenza delle proteine di segnalazione fa sì che 
esse possano aggregarsi in diverse combinazioni, ognu- 
na delle quali risulterà adatta a un particolare segnale, a 
un tipo di cellula e a specifiche circostanze metaboliche. 
Non meraviglia che i circuiti di segnalazione siano così 
complessi. 
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e Lezattere di membrana ele caveole segregano 

le proteine di segnalazione 
Le zattere (raft) di membrana (Capitolo 11) sono regioni 
del doppio strato lipidico della membrana ricche di sfingo- 
lipidi, steroidi e particolari proteine, molte delle quali lega- 
te al doppio strato da ancore di GPI. Il recettore B-adrener- 
gico è segregato in zattere che contengono le proteine G, 
l’adenilil ciclasi, la PKA e una specifica proteina fosfata- 
si, la PP2. Nel loro insieme queste proteine costituiscono 
un'unità funzionale fortemente integrata. Segregando in 
una piccola zona della membrana plasmatica tutti gli ele- 
menti necessari per rispondere a un segnale o per inter- 
romperlo, la cellula può produrre soffi (“puff”) brevissimi 
e molto localizzati di secondi messaggeri. 

Alcune RTK (EGFR e PDGFR) sembrano essere loca- 
lizzate in queste zattere e probabilmente questa localiz- 
zazione ha un significato funzionale. Se il colesterolo vie- 
ne rimosso dalle zattere per trattamento della membrana 
con ciclodestrina (che si lega e rimuove il colesterolo), le 
zattere vengono distrutte e le vie di segnalazione RKT di- 
ventano difettose. 

Se una RTK in una zattera è fosforilata, ma la sola pro- 
teina fosfatasi in grado di defosforilarla risiede in un’altra 
zattera, la defosforilazione di questa proteina viene rallen- 
tata o non può avvenire. l'interazione con le proteine adat- 
tatrici può essere così forte da reclutare in una zattera una 
proteina di segnalazione normalmente non localizzata in 
quella zattera, o da espellere il recettore fuori dalla zatte- 
ra. Per esempio, il recettore dell’EGF in fibroblasti isolati è 
normalmente concentrato in speciali zattere dette caveole 
(vedi la Figura 11.22), ma il trattamento con EGF espelle 
il recettore dalla struttura. espulsione dipende dall’atti- 
vità proteina chinasica del recettore. I mutanti del recet- 
tore che non hanno l’attività chinasica rimangono nella 
zattera durante il trattamento con EGE La caveolina, una 
proteina integrale di membrana localizzata nelle caveole, 
viene fosforilata su residui di tirosina in risposta all’insu- 
lina, e ’EGFR attivato può così inserire nella zattera le sue 
proteine di legame. La segregazione spaziale delle protei- 
ne di segnalazione nelle zattere aggiunge un’altra dimen- 
sione al già complesso meccanismo iniziato dalla segnala- 
zione extracellulare. 


SOMMARIO 12.5 
Proteine adattatrici polivalenti e zattere 
delle membrane 

e Molte proteine di segnalazione hanno domini che le- 
gano residui di Tyr, Ser o Thr fosforilati presenti in 
altre proteine. La specificità di legame di ciascun do- 
minio risiede nella sequenza intorno al residuo fosfo- 
rilato del substrato. 

e I domini SH2 e PTB si legano a proteine contenenti re- 
sidui ©)-Tyr; altri si legano a residui ®)-Ser e P)Thr in 
vari contesti. 

e I domini SH3 e PH si legano al fosfolipide di membrana 
PIP. 

e Molte proteine di segnalazione sono polivalenti e con- 
tengono differenti moduli di legame. Combinando le 
specificità di substrato delle varie proteina chinasi con 
le specificità dei domini che si legano ai residui fosfori- 
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lati di Ser, Thr o Tyr, e con le fosfatasi che possono ra- 
pidamente inattivare una via di segnalazione, la cellula 
può creare numerosi complessi di segnalazione multi- 
proteici. 

e Le zattere (raft) di membrana e le caveole sequestrano 
gruppi di proteine di segnalazione in piccole regioni 
della membrana plasmatica, aumentando le loro inte- 
razioni e rendendo il segnale molto efficiente. 


Canali ionici controllati 


e Icanaliionici delle cellule eccitabili producono 
un segnale elettrico 

Negli organismi multicellulari, alcune cellule sono “eccita- 
bili”: esse possono individuare un segnale esterno, conver- 
tirlo in un segnale elettrico (nello specifico, una variazio- 
ne del potenziale di membrana) e trasferirlo ad altre cel- 
lule. Le cellule eccitabili svolgono un ruolo primario nella 
conduzione nervosa, nella contrazione muscolare, nella 
secrezione ormonale, nei processi sensoriali, nell’appren- 
dimento e nella memoria. L’eccitabilità delle cellule sen- 
soriali, dei neuroni e dei miociti dipende dai canali ionici, 
trasduttori del segnale che regolano il trasporto attraver- 
so la membrana plasmatica di ioni inorganici, come Na*, 
K*, Ca°* e CI”, in risposta a vari stimoli. Come già detto 
nel Capitolo 11, questi canali ionici sono “controllati” (ga- 
ted): si possono aprire o chiudere a seconda che il recetto- 
re a essi associato sia attivato o meno dal legame con uno 
specifico ligando (per esempio, un neurotrasmettitore), 0 
da una variazione del potenziale elettrico di membrana, 
Vu L’ATPasi Na* K*-dipendente è elettrogenica, poiché 
crea uno sbilanciamento delle cariche attraverso la mem- 
brana, trasportando a ogni ciclo 3 ioni Na* fuori della cel- 
lula e 2 ioni K* all’interno (Figura 12.25a); l'interno diven- 
ta così più negativo e l'esterno più positivo, e la membrana 
viene detta “polarizzata”. 


59 La V., è negativa quando l’interno è negativo rispet- 


to all’esterno. Per una cellula animale tipica V,, varia da 
—50 mV a —- 70 mV. 


Dato che i canali ionici permettono il passaggio di anioni 
o di cationi, ma mai di entrambi, il flusso ionico attraverso 
un canale causa sempre una ridistribuzione delle cariche ai 
due lati della membrana, modificando il valore di V,,. L'af- 
flusso di uno ione carico positivamente, come lo ione Na*, 
oppure l’efflusso di uno ione carico negativamente, come il 
CI, depolarizza la membrana e avvicina il valore di V,,, al- 
lo zero. Il flusso verso l’esterno di ioni positivi K* invece 
iperpolarizza la membrana, e il valore di V,, diventa più 
negativo. Il flusso degli ioni attraverso i canali è passivo, 
al contrario di quello attraverso i trasportatori attivi, co- 
me la Na*K* ATPasi. 

La direzione del flusso spontaneo attraverso una mem- 
brana polarizzata è determinata dal potenziale elettrochi- 
mico dello ione attraverso la membrana, che ha due com- 
ponenti: la differenza di concentrazione (C) dello ione sui 
due lati della membrana, e la differenza del potenziale 
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Figura 12.25 Potenziale elettrico transmembrana. (a) La Na*K* 
ATPasi elettrogenica produce un potenziale elettrico transmembrana 
di —60 mV (negativo all'interno). (b) Le frecce di colore blu mostrano 
le direzioni in cui gli ioni tendono a muoversi spontaneamente 
attraverso la membrana plasmatica di cellule animali, guidati dai 
gradienti chimici e dal potenziale elettrico. Il gradiente chimico 
spinge gli ioni Na* e Ca?* all'interno della cellula (producendo 

una depolarizzazione) e lo ione K* all'esterno (producendo una 
iperpolarizzazione). Il potenziale elettrico favorisce la fuoriuscita 

di CI, contro il suo gradiente di concentrazione (producendo una 
depolarizzazione). 


elettrico, di norma espressa in millivolt. La forza (AG) che 
causa il passaggio spontaneo di un catione (per esempio 
Na*) attraverso un canale ionico dipende dal rapporto tra 
le sue concentrazioni ai due lati della membrana (C;nterno/ 
Cesterno) e dalla differenza di potenziale elettrico (Aw 0 Vn): 


AG = RT In (Cireino! Casterno) "E ZIVn (12.1) 


dove R è la costante dei gas, Tla temperatura assoluta, Z la 
carica dello ione e & la costante di Faraday,. Si noti che il se- 
gno della carica dello ione determina il segno del secondo 
termine nell’Equazione 12.1. In un neurone o in un mioci- 
ta, le concentrazioni di Na*, K*, Ca?* e CI” nel citosol so- 
no molto diverse da quelle dei fluidi extracellulari (Tabel- 
la 12.6). Poiché vi sono queste differenze di concentrazio- 
ne e la V,,, nelle cellule non stimolate ha un valore intorno a 
—60 mV, in base alla relazione mostrata nell’Equazione 12.1, 
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l'apertura di un canale per l'Na* o per il Ca°* porterà a un 
ingresso spontaneo dello ione Na* o Ca°* e a una depolariz- 
zazione; l'apertura di un canale per il K' genererà invece un 
flusso spontaneo di ioni K* verso l’esterno e una iperpolariz- 
zazione (Figura 12.25b). In questo caso, lo ione K* si muo- 
ve verso l'esterno contro il gradiente elettrico, in quanto la 
grande differenza di concentrazione tra interno ed esterno 
della cellula produce sullo ione una maggiore forza chimi- 
ca verso l’esterno. 

Una data specie ionica continua a fluire attraverso il 
canale fintanto che la combinazione di gradiente di con- 
centrazione e di potenziale elettrico fornisce una forza trai- 
nante per il sistema. Per esempio, se il flusso di Na* è in fa- 
vore del suo gradiente di concentrazione, esso depolariz- 
za progressivamente la membrana. Quando il potenziale 
raggiunge un valore di +70 mV, l’effetto di questo poten- 
ziale di membrana (nel contrastare l’ingresso di altri ioni 
sodio) diventa esattamente uguale all’effetto del gradiente 
di concentrazione dell’Na* (che tende a favorire il flusso di 
Na” verso l'interno). A questo potenziale di equilibrio (E) 
la forza trainante che favorisce questo movimento ionico 
(AG) è uguale a zero. Il potenziale di equilibrio è diverso 
per ogni specie ionica poiché il gradiente di concentrazio- 
ne è diverso per ogni ione. 

Il numero di ioni che devono fluire da un compartimen- 
to all’altro per modificare in modo significativo il potenziale 
di membrana è piccolissimo rispetto alle concentrazioni di 
Na*, K* e CI nella cellula e nei fluidi extracellulari. Quindi 
il flusso di ioni che avviene durante la trasduzione di un 
segnale in cellule eccitabili non modifica sostanzialmen- 
te le concentrazioni di questi ioni nei loro compartimenti. 
Essendo però la concentrazione intracellulare degli ioni 
Ca°* molto bassa (circa 107 m), un afflusso di Ca?* può 
modificare considerevolmente la concentrazione citoso- 
lica di questo ione. 

Il potenziale di membrana di una data cellula in un da- 
to momento dipende dal tipo e dal numero di canali ioni- 
ci chiusi o aperti in quell’istante. Nella maggior parte del- 
le cellule a riposo (cellule non stimolate) sono aperti mol- 
ti più canali per il K* che per gli ioni Na*, CI o Ca?*, e 
quindi il potenziale a riposo ha un valore molto più vicino 
al potenziale di equilibrio E per il K* (-98 mV) rispetto 
a quello di qualsiasi altro ione. Quando i canali per gli io- 
ni Na*, CIT o Ca°* sono aperti, il potenziale di membrana 
si sposta verso il valore del potenziale E dello ione che sta 
entrando. I tempi di apertura e di chiusura dei canali io- 
nici e le risultanti modificazioni transitorie del potenzia- 
le di membrana rappresentano i segnali elettrici con cui il 
sistema nervoso dice al muscolo scheletrico di contrarsi, al 
cuore di battere o alle cellule secretorie di rilasciare il loro 
contenuto. Molti ormoni, in effetti, esercitano la loro fun- 
zione alterando i potenziali di membrana delle loro cellule 
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bersaglio. Questi meccanismi non sono presenti solo negli 
organismi complessi; i canali ionici svolgono funzioni in- 
sostituibili nelle risposte dei batteri e degli organismi uni- 
cellulari ai segnali presenti nel loro ambiente circostante. 

Per illustrare l’azione dei canali ionici nella segnalazio- 
ne tra cellula e cellula vedremo ora i meccanismi con cui 
i neuroni trasmettono i segnali per tutta la loro lunghez- 
za e, attraverso le sinapsi, al neurone successivo (oppure 
a un miocita), creando un circuito cellulare che usa l’ace- 
tilcolina come neurotrasmettitore. 


e Icanaliionici controllati dal voltaggio producono 
potenziali d'azione nei neuroni 

La segnalazione nel sistema nervoso avviene attraverso 
una rete complessa di neuroni, cellule specializzate che 
trasportano un impulso elettrico (il potenziale d’azione) a 
partire da un’estremità della cellula (il corpo cellulare) at- 
traverso una lunga estensione del citoplasma (l’assone). Il 
segnale elettrico innesca il rilascio di molecole di un neu- 
rotrasmettitore a livello delle sinapsi, in modo da trasmet- 
tere un messaggio alla cellula successiva del circuito. In 
questo meccanismo di segnalazione sono essenziali tre ti- 
pi di canali ionici controllati dal voltaggio. Lungo tutto 
l’assone si trovano canali per l’Na* controllati dal vol- 
taggio (Figura 12.26), che sono allo stato di riposo (chiu- 
si) quando la membrana ha un potenziale (V,) di -60 mV, 
e si aprono quando la membrana si depolarizza localmen- 
te, in risposta all’acetilcolina oppure a un altro neurotra- 
smettitore. Lungo l’assone sono distribuiti anche i canali 
per il K* controllati dal voltaggio, che si aprono, una 
frazione di secondo più tardi, in risposta alla depolarizza- 
zione provocata dall'apertura dei canali per ’Na*. Il flus- 
so depolarizzante di Na* all’interno dell’assone (afflusso) 
viene quindi rapidamente controbilanciato da un flusso 
polarizzante di K* all’esterno dell’assone (efflusso). Sulle 
terminazioni distali degli assoni vi sono i canali degli io- 
ni Ca°* controllati dal voltaggio, che si aprono quando 
arriva l’onda di depolarizzazione (tappa ©) e ripolarizza- 
zione (tappa @) causata dall’attività dei canali per ’Na* e 
per il K*. In risposta si ha il rilascio del neurotrasmettito- 
re acetilcolina, che trasferisce il segnale a un altro neuro- 
ne (per innescare un altro potenziale d’azione e prosegui- 
re nella trasmissione nervosa) o alla fibra muscolare (per 
iniziare la contrazione). 

I canali dell’Na* controllati dal voltaggio sono molto se- 
lettivi per ’Na* rispetto ad altri cationi (di un fattore di 100 
volte o più) e hanno un flusso molto elevato (>10” ioni/s). 
Dopo essersi aperti, cioè attivati, per una riduzione del po- 
tenziale elettrico transmembrana, i canali dell’Na* vanno 
incontro a una rapidissima inattivazione: nel giro di milli- 
secondi il canale si chiude e rimane inattivo per molti mil- 
lisecondi. Man mano che i canali del K* si aprono in rispo- 


MI Tabella 12.6 Concentrazione ionica nelle cellule e nei fluidi extracellulari (mm) 


K* Na* Ca?* CI 
Tipo di cellula Interno Esterno Interno Esterno Interno Esterno Interno Esterno 
Assone di calamaro 400 20 50 440 =0,4 10 40-150 560 
Muscolo di rana 124 253 10,4 109 <0,1 2,1 1,5 78 
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sta alla depolarizzazione indotta dall’apertura dei canali 
dell’Na* (tappa © della Figura 12.26), l’efflusso di K* ripo- 
larizza localmente la membrana (ristabilisce il potenziale 
di membrana negativo all’interno; tappa @). Quindi un 
breve impulso di depolarizzazione percorre l’assone, man 
mano che la depolarizzazione localizzata innesca la breve 
apertura dei canali dell’Na* vicini e in seguito i canali del 
K*. Il periodo refrattario che segue l'apertura di tutti i ca- 
nali dell’Na*, durante il quale essi non possono aprirsi di 
nuovo, assicura la propagazione di un’onda di depolariz- 
zazione unidirezionale (il potenziale d’azione) che si muo- 
ve dal corpo cellulare verso la parte terminale dell’assone. 

Quando l’onda di depolarizzazione raggiunge i canali 
per il Ca** controllati dal voltaggio, questi si aprono a lo- 
ro volta (tappa ©) e lo ione entra nella sinapsi dallo spa- 
zio extracellulare. Paumento della [Ca?*] citoplasmatica 
innesca il rilascio di acetilcolina per esocitosi nella fessu- 
ra sinaptica (tappa ©). Lacetilcolina diffonde alla cellu- 
la postsinaptica (un altro neurone o un miocita), dove si 
lega ai recettori dell’acetilcolina e innesca una depolariz- 
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Figura 12.26 Ruolo dei canali ionici controllati dal voltaggio 
nella trasmissione nervosa. Inizialmente il neurone presinaptico 

è polarizzato (l'interno è negativo) mediante l'azione della Na*K* 
ATPasi, che pompa 3 ioni sodio all'esterno per ogni 2 ioni potassio 
pompati all'interno nel neurone (vedi la Figura 12.25). @ Uno stimolo 
che raggiunge questo neurone genera un potenziale d'azione che si 
propaga lungo l'assone (la freccia in blu), allontanandosi dal corpo 
cellulare. L'apertura di un canale per l'Na* controllato dal voltaggio 
permette l'ingresso di ioni sodio; si ha una depolarizzazione locale 
della membrana plasmatica che determina l'apertura del canale 

per l'Na* adiacente e così via. La direzionalità del movimento del 
potenziale d'azione è assicurata da un breve periodo refrattario che 
segue l'apertura di ogni canale per l'Na*.@ Immediatamente dopo 
il passaggio del potenziale d'azione sull'assone, i canali per il K* 
controllati dal voltaggio si aprono, permettendo l'uscita del K* che 
causa la ripolarizzazione della membrana (freccia rossa), rendendola 
pronta per il prossimo potenziale d'azione. (I canali per il K* e i canali 
per l'Na* sono stati disegnati sulle pareti opposte dell'assone per 
una maggiore chiarezza della figura; entrambi i tipi di canali sono, in 
realtà, uniformemente distribuiti sulla membrana dell'assone.) 

© Quando l'onda di depolarizzazione raggiunge l'estremità 
dell’assone, si aprono i canali per il Ca?* controllati dal voltaggio, 

e quindi la terminazione assonica del neurone presinaptico si 
arricchisce di ioni calcio. © L'aumento della concentrazione di 

Ca?* determina il rilascio di acetilcolina nella fessura sinaptica. 

6 L’acetilcolina si lega al recettore sulla superficie del neurone 
postsinaptico, causando l'apertura del canale ionico controllato da 
ligandi. @ Gli ioni Na* e Ca?* entrano attraverso questo canale nella 
cellula, depolarizzando localmente la sua membrana plasmatica. 

Il segnale elettrico è stato trasferito al corpo cellulare del neurone 
postsinaptico e comincerà a muoversi lungo l'assone fino a 
raggiungere un terzo neurone mediante la stessa sequenza di eventi. 


zazione. Il messaggio viene quindi trasferito alla cellula 
successiva del circuito. I canali ionici controllati trasferi- 
scono quindi un segnale secondo uno dei seguenti mec- 
canismi: cambiando la concentrazione citoplasmatica di 
uno ione (come il Ca?*), che agisce da secondo messagge- 
ro intracellulare, oppure variando V, e agendo su altre 
proteine di membrana sensibili al potenziale elettrico. Il 
passaggio di un segnale elettrico da un neurone all’altro 
è un esempio di entrambi i meccanismi. 

Nella Sezione 11.3 abbiamo discusso in dettaglio la 
struttura e i meccanismi dei canali del K* controllati dal 
voltaggio (vedi le Figure 11.47 e 11.48). Prendiamo ora in 
considerazione i canali dell’Na*. Il componente essenzia- 
le del canale dell’Na* è un singolo polipeptide di grandi 
dimensioni (1840 residui amminoacidici) organizzato in 
quattro domini raggruppati attorno a un canale centrale 
(Figura 12.27a, b), che consente il passaggio dell’Na* at- 
traverso la membrana. Il meccanismo è reso Na*-specifico 
da una “regione del poro” composta dai segmenti tra le eli- 
che transmembrana 5 e 6 di ogni dominio, che si ripiegano 
all’interno del canale. L’elica 4 di ogni dominio ha un’alta 
densità di residui Arg carichi positivamente; si ritiene che 
questo segmento si muova all’interno della membrana in 
risposta ai cambiamenti di voltaggio transmembrana, dal 
potenziale “a riposo” di circa — 60 mV (negativo all’inter- 
no) a circa +30 mV. Il movimento dell’elica 4 porta all’a- 
pertura del canale, e questa è la base della regolazione me- 
diata dal voltaggio (Figura 12.270). 
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Figura 12.27 | canali per l’Na* controllati dal voltaggio nei 
neuroni. | canali per il sodio di vari tessuti e organismi sono costituiti 
da diversi tipi di subunità, ma soltanto la subunità principale (a) 

è essenziale. (a) La subunità a è una proteina molto grande con 
quattro domini omologhi (da | a IV, qui mostrati in successione 
lineare per illustrarne le singole parti), ognuno dei quali ha sei eliche 
transmembrana (da 1 a 6). L’elica 4 di ogni dominio (in celeste) è 

il sensore del voltaggio. L'elica 6 (in arancione) è probabilmente il 
cancello di regolazione (attivazione). | segmenti tra le eliche 5 e 6, la 
regione del poro (in rosso), formano il filtro della selettività, mentre 

il segmento che unisce i domini III e IV forma il sistema di chiusura 
del cancello di inattivazione (in verde). (b) (PDB ID 3RWO) Struttura 
del canale dell’Na* (del batterio Arcobacter butzleri, ma con tutta 
probabilità simile ai canali presenti nei neuroni dei vertebrati), dotata 
di un'apertura a forma di imbuto sulla faccia extracellulare, un filtro 
della selettività ionica, una cavità centrale acquosa e il dominio di 
attivazione sulla sua faccia citoplasmatica. (c) Una rappresentazione 
schematica del canale dell'Na*. 1 quattro domini generano un canale 
centrale transmembrana, rivestito con catene laterali di amminoacidi 
polari. Le quattro regioni del poro (in rosso) sono disposte vicino alla 
superficie extracellulare e formano il filtro della selettività, conservato 
in tutti i canali del sodio. Il filtro conferisce al canale la capacità di 
discriminare tra il sodio e gli altri ioni con dimensioni simili. Il sistema 
di chiusura (in verde) blocca (linee tratteggiate) il canale subito 

dopo che il cancello di attivazione si è aperto. (d) Il Meccanismo 

che rileva il voltaggio è dato dal movimento dell'elica 4 (in azzurro) 
perpendicolare al piano della membrana, in risposta a una variazione 
del potenziale dimembrana. Come mostrato in alto, le cariche 
positive sull'elica 4 consentono lo spostamento verso l'interno, 

in risposta al potenziale di membrana (V,) negativo all’interno. 

La depolarizzazione diminuisce questa attrazione e l'elica 4 può 
spostarsi in direzione opposta (verso il basso). Questo movimento 
viene comunicato al cancello di attivazione (in arancione), inducendo 
una modificazione conformazionale che apre il canale in risposta alla 
depolarizzazione. 


Si ritiene che l’inattivazione del canale (durante il pe- 
riodo refrattario) avvenga mediante un meccanismo a “pal- 
la e catena”. Un dominio della proteina sulla superficie ci- 
tosolica del canale dell’Na*, la struttura di inattivazione 
(la palla), è trattenuto sul canale da un corto segmento 
del polipeptide (la catena; Figura 12.27b). Questo domi- 
nio è libero di muoversi fuori dal canale quando è chiuso 
ma, quando si apre, un sito sulla faccia interna del cana- 
le diventa disponibile per legare la palla, bloccando così il 
canale. La lunghezza della catena che unisce il dominio a 
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palla al canale sembra determinare quanto a lungo un ca- 
nale ionico deve restare aperto; tanto più è lungo questo 
braccio di unione, tanto è maggiore la durata del periodo 
di apertura. L’inattivazione di altri canali ionici potrebbe 
avvenire mediante meccanismi simili. 


e  Ilrecettore dell'acetilcolina è un canale ionico controllato 
dal ligando 

Il recettore nicotinico dell’acetilcolina media il passag- 

gio di un segnale da un neurone elettricamente eccitato 


481 


CAPITOLO 12 
482 Biosegnalazione 


in alcuni tipi di sinapsi e nelle giunzioni neuromuscola- 
ri (tra un neurone e una fibra muscolare), innescando la 
contrazione muscolare. (I recettori nicotinici dell’acetil- 
colina originariamente venivano distinti dai recettori mu- 
scarinici dell’acetilcolina in base alla loro diversa sensibi- 
lità alla nicotina oppure all’alcaloide muscarina dei fun- 
ghi; essi sono strutturalmente e funzionalmente diver- 
si.) Lacetilcolina rilasciata dai neuroni presinaptici o dai 
neuroni motori diffonde per pochi micrometri verso la 
membrana plasmatica del neurone postsinaptico o ver- 
so il miocita, dove si lega a un recettore. La conseguente 
modificazione conformazionale dei recettori porta all’a- 
pertura dei canali ionici. Il trasporto dei cationi all’inter- 
no della cellula depolarizza la membrana e nella fibra 
muscolare questo processo innesca la contrazione. Il re- 
cettore dell’acetilcolina permette il passaggio degli ioni 
Na*, Ca?* e K*, ma gli altri cationi e tutti gli anioni non 
possono attraversare il suo canale. Il passaggio degli Na* 
attraverso il canale di un recettore acetilcolinico non è 
saturabile (la velocità è lineare, rispetto alla [Na*] extra- 
cellulare) ed è molto veloce, circa 2 X 107 ioni/s in con- 
dizioni fisiologiche. 
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Come altri canali ionici controllati, il recettore dell’ace- 
tilcolina si apre in risposta all’interazione con la molecola 
di segnalazione e ha un meccanismo che funziona come 
un temporizzatore intrinseco, che chiude il canale nel giro 
di millisecondi. Quindi il segnale acetilcolinico è transito- 
rio, una condizione che, come abbiamo visto, è essenziale 
per la conduzione di un segnale elettrico. Anche se le va- 
riazioni strutturali alla base dei meccanismi di apertura e 
chiusura del recettore dell’acetilcolina sono ben note, non 
sono altrettanto chiari i meccanismi che governano la “de- 
sensibilizzazione”, durante la quale il canale rimane chiu- 
so, anche in presenza di acetilcolina. 

Il recettore nicotinico dell’acetilcolina ha cinque sub- 
unità (a-ByS), ciascuna con quattro eliche transmembra- 
na (da M1 a M4) (Figura 12.28). Le cinque subunità han- 
no sequenza e struttura terziaria correlate. Esse circon- 
dano un poro centrale che è in contatto con le loro eliche 
M2. Il poro ha un diametro di circa 20 À nelle due parti 
del canale in prossimità del citoplasma e della superficie 
esterna della membrana, ma si restringe nella porzione 
che si trova immersa nel doppio strato lipidico. In que- 
sta regione vi è un anello formato da voluminose catene 
laterali idrofobiche di residui di leucina delle eliche M2, 
che creano un ostacolo al passaggio degli ioni attraverso 
il canale (Figura 12.28d). Il legame dell’acetilcolina ai si- 
ti presenti su ciascuna subunità costringe tutte le eliche 
M2 a ruotare leggermente, spostando da una parte i vo- 
luminosi residui di Leu e rimpiazzandoli con residui po- 
lari più piccoli. Eallargamento del poro permette il pas- 
saggio degli ioni (Na* e Ca°*). 
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e Ineuronihanno canali recettoriali che rispondono 

a diversi neurotrasmettitori 
Le cellule degli animali, in particolare quelle del sistema 
nervoso, contengono diversi tipi di canali ionici controllati 
da ligandi, dal voltaggio o da entrambi. I recettori con cana- 
li ionici sono detti ionotropici, per distinguerli dai recettori 
che generano invece un secondo messaggero (recettori me- 
tabotropici). Finora ci siamo concentrati sull’acetilcolina in 
qualità di neurotrasmettitore, ma ne esistono molti altri. I 
neurotrasmettitori 5-idrossitriptammina (serotonina), glu- 
tammato e glicina possono agire attraverso i canali dei loro 
recettori, tutti strutturalmente correlati a quello dell’acetil- 
colina. La serotonina e il glutammato aprono canali peri ca- 
tioni (K*, Na*, Ca?*), mentre la glicina apre canali specifici 
peril CI. I canali peri cationi o per gli anioni si distinguono 
in base ad alcune differenze negli amminoacidi che rivesto- 
no la superficie idrofilica del canale stesso. I canali per i ca- 
tioni hanno, in posizioni particolari, catene laterali cariche 
negativamente di residui di Asp e Glu. Se alcuni di questi 
residui acidi sono sostituiti sperimentalmente con residui 
basici, il canale cationico si converte in un canale anionico. 

In base al tipo di ione che passa attraverso il canale, il 
ligando (il neurotrasmettitore) che stimola il canale può 
depolarizzare o iperpolarizzare la membrana della cellu- 
la bersaglio. Di solito un singolo neurone riceve segnali da 
molti altri neuroni, ognuno dei quali rilascia uno specifico 
neurotrasmettitore che produce il suo effetto caratteristi- 
co di depolarizzazione o iperpolarizzazione. Il valore di Vi, 
della cellula bersaglio dipende dalla somma degli impulsi 
(vedi la Figura 12.1e) che arrivano da altri neuroni. La cel- 
lula risponde con la produzione di un potenziale d’azione 
solo se questa molteplicità di segnali determina una depo- 
larizzazione netta di sufficiente intensità. 

I recettori canale di acetilcolina, glicina, glutammato 
e acido y-amminobutirrico (GABA) sono controllati da li- 
gandi extracellulari. I secondi messaggeri intracellulari, co- 
me cAMP, cGMP IP; (inositolo 1,4,5-trisfosfato), Ca?* e 
ATP, regolano canali ionici appartenenti a classi diverse 
che, come vedremo nella Sezione 12.10, partecipano al- 
la trasduzione di segnali sensoriali come la visione, l’ol- 
fatto e il gusto. 


e Icanaliionici sono il bersaglio di molte tossine 

Molte delle tossine più potenti che si trovano in natura 
agiscono su canali ionici. Per esempio, la dendrotossina 
(prodotta dal serpente mamba nero) blocca l’azione dei 
canali del K* controllati dal voltaggio, la tetrodotossina 
(prodotta dal pesce palla) agisce sui canali dell’Na* con- 
trollati dal voltaggio, mentre la cobrotossina blocca i ca- 
nali ionici del recettore dell’acetilcolina. Perché, nel cor- 
so dell’evoluzione, i canali ionici sono diventati il bersa- 
glio preferito delle tossine rispetto ad altri bersagli me- 
tabolici più cruciali, come gli enzimi essenziali al meta- 
bolismo energetico? 

I canali ionici sono dei formidabili amplificatori. Laper- 
tura di un singolo canale permette il flusso di 10 milioni di 
ioni al secondo. Di conseguenza, per le funzioni di segnale 
di un neurone sono necessarie solo poche copie di una pro- 
teina di un canale ionico. Questo significa che un numero 
relativamente ridotto di molecole di tossina extracellulare 
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chiudono il canale. delle eliche M2. superficie del canale. 
Figura 12.28 Il canale ionico recettore dell’acetilcolina. 

(a) Ciascuna delle cinque subunità (a, yò) omologhe possiede 
quattro eliche transmembrana, da M1 a M4. Le eliche M2 sono 
anfipatiche; le altre hanno soprattutto residui idrofobici. (b) Le cinque 
subunità circondano un canale centrale transmembrana rivestito 

dai residui polari delle eliche M2. All'entrata e all'uscita del canale vi 
sono residui di amminoacidi carichi negativamente, che circondano 

il canale. (c) Un modello molecolare del recettore dell'acetilcolina, 
basato sulla struttura di una proteina funzionalmente correlata 

(la proteina che lega l'acetilcolina di un mollusco; PDB ID 1UV6) 
determinata mediante microscopia elettronica e diffrazione dei raggi 
X. (d) Disegno della vista dall'alto di una sezione trasversale della 


con elevata affinità per i canali ionici può avere un note- 
vole effetto sulla neurosegnalazione in tutto l'organismo. 
Un effetto comparabile su un enzima metabolico, presente 
nelle cellule a concentrazioni molto più elevate dei canali 
ionici, richiederebbe molte più copie della tossina. 


SOMMARIO 12.6 

Canali ionici controllati 
e I canali ionici controllati dal voltaggio o dai ligandi oc- 
cupano un posto centrale nel meccanismo di biosegna- 
lazione nei neuroni e in altre cellule. 
I canali dell’Na* e del K* controllati dal voltaggio delle 
membrane neuronali trasmettono il potenziale d’azio- 
ne lungo l’assone sotto forma di onda di depolarizza- 
zione (ingresso di Na*) seguita da ripolarizzazione (ef- 
flusso di K*). 
e Il meccanismo di controllo dei canali controllati dal 

voltaggio comporta il movimento, perpendicolare al 
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parte centrale delle eliche M2, che mostra le cinque catene laterali 
di leucina (in giallo) che sporgono all'interno del canale e formano 
un restringimento del canale che impedisce il passaggio del Ca?*, 
dell'Na* o del K*. Quando i siti che interagiscono con l'acetilcolina 
(uno per ciascuna subunità a) sono occupati, avviene una variazione 
conformazionale: le eliche M2 ruotano leggermente, i cinque 
residui di leucina si allontanano dal canale e sono rimpiazzati da 
residui polari, più piccoli (in blu). Questo meccanismo di controllo 
apre il canale, permettendo il passaggio del Ca?*, dell'Na* o del 

K*. (e) Modello molecolare del recettore dell'acetilcolina visto 
perpendicolarmente alla membrana, in cui si nota il piccolo poro 
centrale che permette il passaggio degli ioni. 


piano della membrana, di un peptide transmembrana 
con un’alta densità di carica, dovuto alla presenza di 
Argo di altri residui carichi. 
- ILarrivo di un potenziale d’azione alla terminazione di 
un neurone presinaptico innesca il rilascio di un neu- 
rotrasmettitore. Il neurotrasmettitore, come l’acetilco- 
lina, che diffonde verso il neurone postsinaptico (o il 
miocita nella giunzione neuromuscolare) si lega a re- 
cettori specifici sulla membrana plasmatica e provoca 
una variazione di V,,. 
Il recettore dell’acetilcolina dei neuroni e dei miociti 
è un canale ionico controllato dal ligando. Il legame 
dell’acetilcolina provoca una variazione conformazio- 
nale che apre i canali dell’Na* e del Ca°*. 
e Le neurotossine prodotte da molti organismi si legano 
ai canali ionici neuronali, e quindi conducono rapida- 
mente alla morte. 
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Le integrine: recettori bidirezionali 
di adesione cellulare 


Le integrine sono proteine della membrana plasmatica 
che mediano l’adesione delle cellule fra di loro e con la 
matrice extracellulare, e trasferiscono un segnale attraver- 
so la membrana in entrambe le direzioni (Figura 12.29). 
Il genoma di mammifero codifica 18 differenti subunità a 
e 8 differenti subunità ft, che si trovano nei vari tessuti in 
combinazioni diverse e con specificità di legame per i li- 
gandi altrettanto diverse. Ciascuno dei 24 tipi di integri- 
ne a oggi conosciuti sembra avere una specifica funzione. 
Potendo informare la cellula sullo stato della matrice ex- 
tracellulare che la circonda, le integrine svolgono un ruolo 
cruciale in processi che richiedono interazioni cellula-cel- 
lula selettive, come lo sviluppo embrionale, la formazione 
del coagulo, l’immunologia cellulare, il differenziamento 
normale, la crescita tumorale e la formazione di metastasi. 

I ligandi extracellulari che interagiscono con le integri- 
ne comprendono il collageno, il fibrinogeno, la fibronecti- 
na e molte altre proteine che possiedono la sequenza con- 
senso -Arg-Gly-Asp- (RGD, riferendosi alla nomenclatura 
degli amminoacidi a una lettera) riconosciuta dalle integri- 
ne. La ridotta estensione citoplasmatica delle subunità a e 
B interagisce con le proteine del citoscheletro che si trova- 
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Figura 12.29 Segnalazione bidirezionale delle integrine. Tutte 
le integrine possiedono una subunità a e una subunità f, ciascuna 
con un'estensione citoplasmatica, una singola elica transmembrana 
e un ampio dominio extracellulare, con il sito di legame per il 
ligando. La subunità f} (in colore porpora) è ricca di residui di Cys e 
possiede molti ponti disolfuro intracellulari. La subunità a (in rosa) 
di molte integrine ha diversi siti di legame per i cationi bivalenti, 
come il Ca”*, indispensabili per il legame del ligando. Nel suo stato 
inattivo, il dominio extracellulare dell'integrina si ripiega su se stesso 
(al centro). Il contatto con un ligando extracellulare (per esempio, 
collageno o eparan solfato) raddrizza il dominio extracellulare 


esterno-interno. Pe ; 
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no immediatamente al di sotto della membrana plasmati- 
ca, la talina, la a-actinina, la vinculina, la paxillina e altre, 
modulando l’organizzazione delle strutture citoscheletri- 
che che si basano sull’actina. L'associazione delle integri- 
ne con la matrice extracellulare e con il citoscheletro per- 
mette alla cellula di integrare le informazioni sul suo am- 
biente extra- e intracellulare e di coordinare il posiziona- 
mento del citoscheletro con i siti di adesione extracellula- 
ri. In tal modo le integrine governano la forma, la mobili- 
tà, la polarità e il differenziamento di molti tipi cellulari. 
Nella segnalazione “esterno-interno”, i domini extracellu- 
lari delle integrine vanno incontro ad ampie modificazioni 
conformazionali in seguito al legame del ligando, a livello 
di siti distanti molti angstrom dalle eliche transmembra- 
na. Queste variazioni strutturali alterano in qualche modo 
la disposizione delle subunità a e f, e le loro interazioni 
con le proteine intracellulari, trasmettendo così il segnale 
all’interno della cellula. 

La conformazione e l’adesività dei domini delle integri- 
ne extracellulari vengono anche notevolmente influenzate 
dalla segnalazione “interno-esterno” iniziata dai segnali pro- 
venienti dall’interno della cellula. In un tipo di conformazio- 
ne, i domini extracellulari non hanno affinità per le protei- 
ne della matrice extracellulare, ma segnali che provengono 
dalla cellula inducono l'acquisizione di una conformazione 


© Risposte: adesione e 
migrazione cellulare, 
assemblaggio della 
matrice extracellulare. 


—»- o 


— 
n. "n 


Integrina 
inattiva 


DDD 


La talina, nel citoscheletro, 
innesca il segnale in 
direzione interno-esterno. 


e sposta lateralmente le code citoplasmatiche delle subunità a 

e p (a sinistra), alterando così le interazioni con alcune proteine 
intracellulari come la talina, che collega l'integrina ai filamenti di 
actina del citoscheletro. Nella segnalazione in direzione interno- 
esterno, il contatto del dominio citosolico con la talina produce un 
consistente raddrizzamento del dominio extracellulare (a destra) e un 
aumento della sua affinità per i partner extracellulari, permettendo le 
interazioni con le proteine o i proteoglicani e cambiando l'adesione 
della cellula alla matrice extracellulare. | ligandi proteici presenti nella 
matrice extracellulare hanno una sequenza RGD riconosciuta dalle 
integrine. 
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diversa, con cui le integrine aderiscono alle strutture extra- 
cellulari (Figura 12.29). 

La regolazione e l’adesività delle integrine è fon- 

damentale per il reclutamento dei leucociti sui 

siti di infezione (vedi la Figura 732), per l’inte- 
razione tra cellule immunitarie e per la fagocitosi da par- 
te dei macrofagi. Durante la risposta immunitaria, per 
esempio, le integrine leucocitarie vengono attivate 
(espongono i loro siti di legame extracellulari) dall’inter- 
no della cellula mediante una via di segnalazione innesca- 
ta dalle citochine (segnali extracellulari per lo sviluppo 
della cellula). Una volta attivate, le integrine mediano 
l’attacco dei leucociti su altre cellule immunitarie 0 pos- 
sono indirizzare le cellule verso la fagocitosi. La mutazio- 
ne del gene per le integrine che codifica la subunità p, 
noto come CD18, diminuisce l'adesione leucocitaria, un 
raro disordine ereditario in cui i leucociti perdono la ca- 
pacità di uscire dai vasi sanguigni e di raggiungere i siti 
di infezione. I bambini con un CD18 difettoso comune- 
mente muoiono per sopravvenute infezioni prima dei due 
anni di età. 

Un’integrina presente nelle piastrine (a,pB3) è coin- 
volta nel processo di coagulazione del sangue in condi- 
zioni normali, ma anche patologiche. Un danno locale ai 
vasi sanguigni espone i siti di legame ad alta affinità (per 
esempio le sequenze RGD della trombina e del collage- 
no) alle integrine delle piastrine, che si attaccano a livello 
della lesione ad altre piastrine e al fibrinogeno, formando 
così il coagulo che impedisce l’ulteriore sanguinamento. 
Mutazioni nelle subunità a e fp dell’integrina aympf3 del- 
le piastrine provocano un disordine della coagulazione 
del sangue noto come tromboastenia di Glanzmann, ca- 
ratterizzato da un eccessivo sanguinamento anche do- 
po una lieve lesione. Ma anche un'eccessiva coagulazio- 
ne del sangue non è corretta. Una mancata regolazione 
dell’adesione piastrinica può portare alla formazione di 
coaguli patologici, che bloccano le arterie che portano il 
sangue al cuore e al cervello, aumentando il rischio di in- 
farti. Farmaci come il tirofiban e l’eptifibatide, che bloc- 
cano i siti di legame esterni dell’integrina delle piastrine, 
riducono la formazione del coagulo e sono utili nel pre- 
venire gli episodi infartuali. 

Quando i tumori metastatizzano, le cellule tumorali 
perdono la loro proprietà di aderire ai tessuti di origine e 
invadono nuovi siti. La variazione dell’adesione cellulare 
e lo sviluppo di nuovi vasi (angiogenesi) necessari per ri- 
fornire il tumore che si sta sviluppando in un altro sito so- 
no modulati da specifiche integrine. Queste proteine so- 
no quindi potenziali bersagli per quei farmaci che soppri- 
mono la migrazione e la rilocalizzazione delle cellule tu- 
morali. O 


SOMMARIO 12.7 
Le integrine: recettori bidirezionali 
di adesione cellulare 

* Le integrine sono una famiglia di recettori dimerici 
(af) presenti nella membrana plasmatica che intera- 
giscono con macromolecole extracellulari e con il cito- 


scheletro, trasferendo i segnali all’interno e all’esterno 
della cellula. 
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e Le forme attive e inattive dell’integrina differiscono 
nella conformazione dei loro domini extracellulari. 
Condizioni e segnali intracellulari possono convertire 
le forme attive in quelle inattive e viceversa. 

e Le integrine mediano vari aspetti della risposta immu- 
nitaria, della coagulazione del sangue e dell’angiogene- 
si, e svolgono un ruolo nella metastasi tumorale. 


Regolazione della trascrizione 
da parte dei recettori nucleari 
degli ormoni 


Gli ormoni steroidei, l’acido retinoico (retinoide) e gli or- 
moni tiroidei esercitano i loro effetti mediante meccani- 
smi fondamentalmente diversi da quelli degli altri ormo- 
ni: essi agiscono nel nucleo alterando l’espressione di alcu- 
ni geni. Esamineremo in dettaglio l’azione di questi com- 
posti, insieme agli altri meccanismi di regolazione dell’e- 
spressione genica, nel Capitolo 28. Ci limiteremo ora a uno 
sguardo d’insieme. 

Gli ormoni steroidei (per esempio estrogeno, proge- 
sterone e cortisolo) sono troppo idrofobici per scioglier- 
si facilmente nel sangue e sono trasportati da specifiche 
proteine dal punto di rilascio fino ai loro tessuti bersa- 
glio. Una volta arrivati nelle cellule bersaglio, questi or- 
moni attraversano la membrana plasmatica per diffusio- 
ne semplice e si legano a specifici recettori proteici nel 
nucleo (Figura 12.30). I recettori degli ormoni steroidei 
privi di ligandi (aporecettori) spesso agiscono sopprimen- 
do la trascrizione dei geni bersaglio, ma il legame dell’or- 
mone cambia la conformazione del recettore, rendendo- 
lo capace di interagire con specifiche sequenze regolatri- 
ci del DNA denominate elementi di risposta ormonale 
(HRE), alterando così l’espressione genica (vedi la Figura 
28.33). Il complesso ormone-recettore aumenta l’espres- 
sione di geni adiacenti agli HRE, con l’aiuto di diverse al- 
tre proteine essenziali per la trascrizione. Perché questi 
composti producano il loro effetto completo sono spes- 
so necessari ore o giorni, cioè il tempo che serve affinché 
la modificazione nella sintesi di RNA e nella conseguen- 
te sintesi proteica diventi rilevante per il metabolismo. 

La specificità dell’interazione steroide-recettore 

è sfruttata dal farmaco tamoxifene, usato per il 

trattamento del cancro al seno. In alcuni tipi di 
cancro al seno la divisione delle cellule cancerose dipende 
dalla presenza continua dell’ormone estrogeno. Il tamoxi- 
fene compete con l’estrogeno per il legame al recettore, ma 
il complesso tamoxifene-recettore non ha alcun effetto 
sull’espressione genica; quindi, il tamoxifene è un antago- 
nista dell’estrogeno. Di conseguenza, la somministrazione 
di tamoxifene, dopo l'intervento chirurgico o durante la 
chemioterapia contro il cancro al seno ormone-dipenden- 
te, rallenta o blocca completamente la crescita delle cellu- 
le cancerose rimaste. 

Un altro analogo steroideo, il farmaco mifepristone 
(RU486), si lega ai recettori del progesterone e blocca l’a- 
zione dell’ormone essenziale per l'impianto dell’uovo fe- 
condato nell’utero, funzionando quindi come contraccet- 
tivo. 
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Alcuni effetti degli steroidi sembrano essere troppo ra- 
pidi per poter essere il risultato dell’alterata sintesi protei- 
ca attraverso il classico meccanismo d’azione degli ormoni, 
mediante i loro recettori nucleari. Per esempio, è noto che 
la dilatazione dei vasi sanguigni mediata dagli estrogeni è 
indipendente dalla trascrizione genica o dalla sintesi pro- 
teica, come pure la diminuzione della [cAMP] cellulare 
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Figura 12.30 Meccanismo generale mediante il quale gli 
ormoni steroidei e tiroidei, i retinoidi e la vitamina D regolano 
l’espressione genica. | dettagli della trascrizione e della sintesi 
proteica sono discussi nei Capitoli 26 e 27. Alcuni steroidi agiscono 
anche legandosi ai recettori nella membrana plasmatica con un 
meccanismo completamente differente. 


Lormone, trasportato ai tessuti bersaglio 
dalle proteine di legame nel siero, diffonde 
attraverso la membrana plasmatica che poi si 
lega alla sua specifica proteina recettore 
localizzata nel nucleo. 


Il legame dell’ormone modifica la conformazione 
del recettore; si forma un omo- o etero-dimero 
con altri complessi ormone-recettore che poi si 
lega a specifiche regioni regolatrici chiamate 
elementi di risposta agli ormoni (HRE) nella 
zona del DNA adiacente a geni specifici. 


Il recettore attrae proteine coattivatorie 0 
proteine corepressorie e regola la trascrizione 

di geni adiacenti, facendo aumentare o diminuire 
la velocità di formazione dell’mRNA. 


Livelli alterati del prodotto del gene regolato 
dall’ormone producono la risposta cellulare 
all’ormone. 


indotta dagli steroidi. Altri meccanismi che coinvolgono 
i recettori della membrana plasmatica dovrebbero essere 
responsabili di alcuni di questi effetti. 


SOMMARIO 12.8 
Regolazione della trascrizione da parte 
dei recettori nucleari degli ormoni 

e Gli ormoni steroidei penetrano nella cellula e si legano 
a specifiche proteine recettoriali. 

e Il complesso ormone-recettore si lega a specifiche re- 
gioni del DNA, gli elementi di risposta agli ormoni, e 
interagisce con altre proteine per regolare l’espressio- 
ne dei geni vicini. 

e Alcuni effetti degli ormoni steroidei potrebbero verifi- 
carsi attraverso vie di segnalazione differenti e più ra- 


pide. 


Segnalazione nei microrganismi 
e nelle piante 


Molto di quanto abbiamo visto sulla segnalazione è stato 
identificato in tessuti animali o in cellule in coltura otte- 
nute da tali tessuti. Anche i batteri, gli archea, i microrga- 
nismi eucarioti e le piante vascolari devono rispondere a 
una molteplicità di segnali esterni, come l’O,, i nutrienti, 
la luce, i composti chimici nocivi e così via. Vedremo ora 
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alcuni tipi di meccanismi di segnalazione utilizzati dai mi- 
crorganismi e dalle piante. 


e Lasegnalazione batterica comporta la fosforilazione 
in un sistema a due componenti 

Durante i suoi studi pioneristici condotti sulla chemiotas- 
si dei batteri, Julius Adler dimostrò che l’Escherichia coli 
risponde a molti nutrienti, come gli zuccheri e gli ammi- 
noacidi, presenti nel suo ambiente, e nuota verso di es- 
si spinto da uno o pochi flagelli. Una famiglia di protei- 
ne di membrana con domini 
legati all’esterno della mem- 
brana plasmatica lega specifi- 
che molecole attraenti (zuc- 
cheri o amminoacidi) (Figu- 
ra 12.31). Il legame del ligan- 
do induce l’attività chinasica 
intrinseca del recettore a fo- 
sforilare un residuo di His nel 
suo citoplasma. Questo pri- 
mo componente del sistema 
di segnalazione a due com- 
ponenti, il recettore istidina 
chinasico, catalizza poi il trasferimento del gruppo fosfo- 
rico dal residuo di His a un residuo di Asp su un secondo 
regolatore della risposta, una proteina solubile; questa 
fosfoproteina si sposta alla base del flagello, trasportan- 
do il segnale ottenuto dal recettore di membrana. Il fla- 
gello è mosso da un motore rotatorio, che può far avan- 
zare la cellula attraverso il mezzo circostante o arrestare 
il suo movimento a seconda della direzione di rotazione. 
La variazione nel tempo della concentrazione delle mo- 
lecole attraenti segnalata dal recettore permette alla cel- 
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lula di determinare se si sta muovendo verso la sostanza 
attraente o se ne sta allontanando. Se il suo movimento 
è diretto verso il composto attraente, il regolatore della 
risposta segnala alla cellula di continuare a procedere in 
linea retta (una corsa); se si sta allontanando da esso, la 
cellula fa una capriola e inverte la sua direzione. La ripe- 
tizione di questi comportamenti genera un movimento 
casuale influenzato dal movimento verso la regione con 
una concentrazione di attraente più alta. 

E. coli riconosce non soltanto gli zuccheri e gli ammi- 
noacidi, ma anche l’O;, le temperature alte e basse e altri 
fattori ambientali, usando il suo sistema di base a due com- 
ponenti. Questo sistema di base è utilizzato da molti altri 
batteri, compresi gli eubatteri gram-positivi e gram-nega- 
tivi e gli archeobatteri, ma anche dai protisti e dai funghi. 
Chiaramente questo meccanismo di segnalazione si è svi- 
luppato molto presto nel corso dell’evoluzione cellulare e 
sì è conservato. 

Molti sistemi di segnalazione utilizzati dalle cellule ani- 
mali hanno analoghi anche nei procarioti. Da quando so- 
no state identificate le sequenze genomiche complete di 
molti batteri i ricercatori hanno potuto riconoscere i geni 
che codificano proteine simili alle Ser o Thr chinasi, pro- 
teine simili a Ras regolate dal legame al GTP, e proteine 
con domini SH3. I recettori Tyr chinasici non sono stati ri- 
levati nei batteri, ma residui ()-Tyr sono presenti in alcu- 
ne proteine batteriche. 


e Isistemidi segnalazione delle piante hanno alcuni 

dei componenti utilizzati dai microbi e dai mammiferi 
Come gli animali, le piante vascolari devono avere un 
mezzo di comunicazione tra i loro tessuti per coordinare 
e dirigere la crescita e lo sviluppo, per adattarsi alle con- 


Figura 12.31 Il meccanismo di segnalazione a due 
componenti nella chemiotassi dei batteri. (a) Quando 

viene posto vicino alla fonte di un soluto attraente, l'E. coli 
segue un percorso casuale, che tende verso l’attraente. 

(b) | flagelli hanno struttura intrinseca a elica e, quando tutti 

i flagelli ruotano in senso antiorario, le eliche dei flagelli 
ruotano insieme e si muovono in contemporanea per spingere 
la cellula in avanti in una “corsa”. Quando i flagelli ruotano in 
senso orario, i raggruppamenti flagellari si separano e la cellula 
effettua capriole per un breve momento, fino a che non inizia 
una nuova rotazione in senso antiorario e la cellula ricomincia 
a nuotare lungo una linea retta seguendo una nuova direzione 
casuale. Quando si muove verso l'attraente, la cellula fa poche 
capriole e quindi le corse sono più lunghe. Quando, invece, se 
ne allontana, le capriole sono più frequenti, portandola alla 
fine ad avvicinarsi all'attraente. (c) La rotazione dei flagelli è 
controllata da un sistema costituito da due componenti: un 
recettore istidina chinasico e una proteina effettrice. Quando 
un ligando attraente si lega al dominio esterno del recettore 
nella membrana, una proteina chinasi presente nel dominio 
citosolico (Componente 1) viene attivata e si autofosforila su un 
residuo di His. Questo gruppo fosforico viene poi trasferito a un 
residuo di Asp sul componente 2. Dopo la fosforilazione dell'Asp 
il componente 2 si muove alla base del flagello, dove causa 
l'inversione della direzione della rotazione del motore flagellare 
in senso antiorario. 
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dizioni di disponibilità di O, nutrienti, luce e temperatu- 
ra, e per avvertire la presenza di composti chimici nocivi 
e di patogeni dannosi (Figura 12.32). Nell’ultimo miliar- 
do di anni di evoluzione, i rami dell'albero evolutivo eu- 
cariotico riguardanti le piante e gli animali si sono sepa- 
rati, come indicano anche le differenze nei meccanismi 
di segnalazione. Alcuni meccanismi si sono conservati 
nelle piante, risultando così simili a quelli degli animali 
(proteina chinasi, proteine di supporto, nucleotidi cicli- 
ci, pompe ioniche elettrogeniche e canali ionici controlla- 
ti); altri sono simili ai sistemi batterici a due componenti 
e altri ancora sono peculiari delle piante (per esempio, i 
meccanismi sensibili alla luce che si adattano ai cambia- 
menti stagionali nell’angolazione, e quindi anche nel co- 
lore, della luce del sole) (Tabella 12.7). Il genoma della 
pianta maggiormente studiata, Arabidopsis thaliana, per 
esempio, codifica circa 1000 proteine Ser/Thr chinasi, tra 
cui 60 MAPK e quasi 400 recettori chinasici associati alla 
membrana che fosforilano residui di Ser o Thr; varie pro- 
teina fosfatasi; proteine di supporto che uniscono altre 
proteine in complessi di segnalazione; enzimi per la sin- 
tesi e la degradazione dei nucleotidi ciclici; 100 o più ca- 
nali ionici, tra cui circa 20 controllati da nucleotidi ciclici. 
Sono presenti fosfolipidi inositolo, come pure le chinasi 
che li interconvertono mediante fosforilazione dell’ino- 
sitolo. Dato anche il fatto che l’Arabidopsis ha copie mol- 
teplici di diversi geni, la presenza così notevole di questi 
geni riflette sicuramente una vasta gamma di potenzia- 
lità di segnalazione. 

Tuttavia, alcuni tipi di proteine segnale comuni nei 
tessuti animali non sono presenti nelle piante o sono rap- 
presentati soltanto da pochi geni. Per esempio, le protei- 
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Figura 12.32 Alcuni stimoli che producono risposte nelle 
piante. 
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na chinasi dipendenti dal nucleotide (PKA e PKG) sem- 
brano essere assenti. Le proteine G eterotrimeriche e i 
geni delle proteina Tyr chinasi sono molto meno rappre- 
sentati nel genoma delle piante, e i geni per i recettori a 
serpentina accoppiati alle proteine G (GPCR), la famiglia 
più numerosa di geni nel genoma umano (circa 1000 ge- 
ni), sono rappresentati molto sporadicamente nel geno- 
ma della pianta. Non sono molto rilevanti neanche i re- 
cettori steroidei nucleari che legano il DNA e potrebbe- 
ro essere assenti nelle piante. Nonostante le piante siano 
prive del meccanismo più conservato presente negli ani- 
mali (la rodopsina, con il retinale come pigmento), esse 
hanno parecchi altri meccanismi di rilevazione della lu- 
ce che non si trovano nei tessuti animali, per esempio i 
criptocromi e i fitocromi (Capitolo 19). 

I tipi di composti che inducono segnali nelle piante so- 
no simili ad alcune molecole di segnale nei mammiferi (Fi- 
gura 12.33). Invece delle prostaglandine, le piante hanno 
il jasmonato; al posto degli ormoni steroidei, i brassinoste- 
roidi. Circa 100 diversi piccoli peptidi servono come segna- 
li per la pianta; altri segnali sono invece derivati dagli am- 
minoacidi aromatici. 


e Lepianterilevano l'etilene attraverso un sistema 

a due componenti e una cascata delle MAPK 
Letilene (CH;,=CH>), un ormone delle piante gassoso 
che stimola la maturazione della frutta, agisce attraver- 


BM Tabella 12.7 Componenti di segnalazione presenti 
nei mammiferi, nelle piante o nei batteri 


Proteina segnale Mammiferi Piante Batteri 


Canali ionici + 


Pompe ioniche elettrogeniche + 


His chinasi a due componenti + + + 


Adenilil ciclasi + d dk 
Guanilil ciclasi + + ? 


Recettore proteina chinasico + + ta 
(Ser/Thr) 


Ca°* come secondo messaggero + + tg 


Canali per il Ca?* + + ? 


Calmodulina, proteine che legano + + - 
CaM 


Cascata delle MAPK + + n 
Canali controllati dai nucleotidi + + ca 
ciclici 


Canali per il Ca?* controllati + + = 
da IP; 


Fosfoinositolo chinasi + + _ 


Recettori a serpentina (GPCR) + + 


Proteine G trimeriche + + 
Fosfolipasi C, PI-specifica + ? _ 
Recettori tirosina chinasici + 7 = 
Domini SH2 + n be 
Recettori nucleari per gli steroidi + = ni 


Proteina chinasi A sn = sa 


Proteina chinasi G + = > 
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Figura 12.33 Somiglianze strutturali tra le molecole segnale di 
piante e animali. 


so recettori con struttura primaria correlata a quella dei 
recettori His chinasici a due componenti dei sistemi bat- 
terici, da cui probabilmente si è evoluto. In Arabidopsis, 
il sistema segnale a due componenti è costituito da una 
singola proteina integrale di membrana del reticolo en- 
doplasmatico (non della membrana plasmatica). Leti- 
lene diffonde nella cellula attraverso la membrana pla- 
smatica e poi all’interno dell’ER. Il primo componente 
con cui l’etilene interagisce è una proteina chinasi Ser/ 
Thr (CTR]1; Figura 12.34), che ha un’omologia di sequen- 
za con Raf, la proteina che dà inizio alla cascata MAPK 
in risposta al segnale dell’insulina nei mammiferi (vedi 
la Figura 12.15). Nelle piante, in assenza dell’etilene, la 
CTRI chinasi è attiva e inibisce la cascata MAPK, impe- 
dendo la trascrizione dei geni che rispondono all’etilene. 
L'esposizione all’etilene inattiva la CTR1 chinasi, quindi 
attiva la cascata MAPK, che porta all’attivazione del fat- 
tore di trascrizione EIN3; quest’ultimo stimola la sinte- 
si di un secondo fattore di trascrizione (ERF1), che a sua 
volta attiva la trascrizione dei geni che rispondono all’e- 
tilene. I prodotti genici influenzano processi che vanno 
dallo sviluppo dei semi fino alla maturazione della frut- 
ta. Anche se derivato dal sistema di segnalazione batte- 
rico a due componenti, il sistema di Arabidopsis se ne di- 
scosta, in quanto l’attività His chinasica del componente 
1 dei batteri non sembra essere essenziale per la trasmis- 
sione del segnale in Arabidopsis. 
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Figura 12.34 Il meccanismo di trasduzione per rilevare l’etilene 
nelle piante. Il recettore per l'etilene nella membrana del reticolo 
endoplasmatico (in rosa) è un sistema a due componenti, organizzati 
in una singola proteina che ha sia un dominio recettore (componente 
1) che un dominio regolatore della risposta (componente 2). Il 
recettore controlla (attraverso un meccanismo che non conosciamo 
ancora) l'attività di CTR1, una proteina chinasi simile alle MAPKKK, e 
quindi si presume faccia parte di una cascata delle MAPK. CTR1 è un 
regolatore negativo della risposta all'etilene; quando CTRI1 è inattivo, 
il segnale dell'etilene passa attraverso il prodotto genico EIN2 (che si 
pensa sia una proteina dell'involucro nucleare), che in qualche modo 
provoca l'aumento della sintesi di ERF1, un fattore di trascrizione. 
ERF1 a sua volta stimola l'espressione di specifiche proteine in 
risposta all'etilene. 


e Proteinachinasisimili a recettori trasducono 
i segnali di peptidi e brassinosteroidi 

Un motivo comune dei processi di segnalazione delle 
piante sono le chinasi simili a recettori (RLK), carat- 
terizzate da un singolo segmento a elica nella membra- 
na plasmatica che connette un dominio recettore sul lato 
esterno della membrana con una Ser/Thr chinasi sul lato 
citoplasmatico. Questo tipo di recettore partecipa al mec- 
canismo di difesa innescato dall’infezione di batteri pato- 
geni (Figura 12.35a). Il segnale per esprimere i geni ne- 
cessari alla difesa contro l’infezione è un peptide (flg22) 
rilasciato dalla proteolisi della flagellina, la proteina prin- 
cipale del flagello batterico. Il legame di flg22 con il re- 
cettore FLS2 di Arabidopsis induce la dimerizzazione del 
recettore e l’autofosforilazione di residui di Ser e Thr, at- 
tivando una cascata simile a quella delle MAPK, descritta 
in precedenza per l’azione dell’insulina. Eultima chinasi 
coinvolta in questa cascata attiva uno specifico fattore di 
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Figura 12.35 Somiglianze fra le vie di segnalazione che 
producono la risposta immunitaria nelle piante e negli animali. 
(a) Nella pianta Arabidopsis thaliana, il peptide flg22, derivato dai 
flagelli di un batterio patogeno, si lega a un suo specifico recettore 
(FLS2) nella membrana plasmatica, causando la dimerizzazione 
dei recettori e provocando l'autofosforilazione del dominio 
citosolico della proteina chinasi su un residuo di Ser o Thr (non 

su Tyr). L'autofosforilazione attiva il recettore proteina chinasico, 
che poi fosforila altre proteine (non mostrate). Il recettore attivato 
stimola anche (attraverso un processo sconosciuto) una cascata 
delle MAPK, che porta alla fosforilazione di una proteina nucleare 
che normalmente inibisce la trascrizione dei fattori WRKY22 e 29, 
provocando la degradazione proteolitica dell'inibitore e liberando 
i fattori di trascrizione che stimolano l'espressione genica correlata 
alla risposta immunitaria. (b) Nei mammiferi, il lipopolisaccaride 
batterico tossico (LPS; vedi la Figura 7.31) viene rilevato da recettori 
della membrana plasmatica con cui si associa e attiva una proteina 
chinasi solubile (IRAK). La principale proteina flagellare dei batteri 
patogeni agisce attraverso un recettore simile che attiva IRAK. Poi 
IRAK dà inizio a due distinte cascate delle MAPK che terminano nel 
nucleo, causando la sintesi delle proteine necessarie nella risposta 
immunitaria. Jun, Fos e NFkB sono fattori di trascrizione. 


trascrizione, favorendo la sintesi delle proteine di dife- 
sa contro l’infezione batterica. Le tappe che stanno tra la 
fosforilazione del recettore e la cascata delle MAPK non 
sono ancora chiare. Una fosfoproteina fosfatasi (KAPP) 
si associa con il recettore attivo e lo blocca attraverso la 
sua defosforilazione, ponendo fine alla risposta. 

La cascata delle MAPK nella difesa della pianta dai 
batteri patogeni è molto simile alla risposta immunitaria 
innata nei mammiferi (Figura 12.35b) innescata dal lipo- 
polisaccaride batterico e mediata dai recettori Toll-simi- 
li (TLR). (TLR, Toll-like receptor, è un nome derivato da 
un mutante di Drosophila originariamente chiamato Toll, 
termine tedesco che significa “matto”.) Successivamente 
i TLR furono identificati in molti altri organismi e si rive- 
larono coinvolti nello sviluppo embrionale. Altri recetto- 
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ri di membrana utilizzano meccanismi simili per innesca- 
re una cascata delle MAPK, attivando fattori di trascrizio- 
ne e l’espressione di geni essenziali alla risposta di difesa. 

Si presume che la maggior parte delle centinaia di RLK 
nelle piante agisca in modi simili: il ligando induce la di- 
merizzazione e l’autofosforilazione, e il recettore chinasi- 
co attivato innesca risposte successive mediante la fosfo- 
rilazione di proteine su residui di Ser o di Thr. 


SOMMARIO 12.9 
Segnalazione nei microrganismi e nelle piante 

e Ibatteri e gli eucarioti unicellulari hanno vari sistemi 
sensoriali che permettono loro di “saggiare” il loro am- 
biente e produrre una risposta. Nel sistema a due com- 
ponenti, un recettore His chinasico percepisce il segna- 
le e si autofosforila su un residuo di His, poi fosforila il 
regolatore della risposta su un residuo di Asp. 

e Le piante rispondono a molti stimoli ambientali e im- 
piegano ormoni e fattori di crescita per coordinare lo 
sviluppo e le attività metaboliche dei loro tessuti. I ge- 
nomi delle piante codificano centinaia di proteine se- 
gnale, alcune delle quali sono simili a quelle utilizzate 
nelle trasduzioni di segnali nelle cellule dei mammiferi. 

e Meccanismi di segnalazione a due componenti, co- 
muni nei batteri, si trovano in forma modificata nelle 
piante, dove servono per la percezione dei segnali chi- 
mici e della luce. 

e Chinasi simili a recettori delle piante (RLK) partecipano 
alla percezione di molti stimoli, tra cui i brassinosteroi- 
di, i peptidi derivati da agenti patogeni, e allo sviluppo 
dei segnali. Le RLK si autofosforilano sui residui di Ser/ 
Thr e attivano proteine che agiscono a valle, che in alcu- 
ni casi fanno parte delle cascate MAPK. Ne risulta l’au- 
mento della trascrizione di geni specifici. 


Trasduzione sensoriale nella vista, 
nell'olfatto e nel gusto 


La percezione della luce, degli odori e dei sapori (rispet- 
tivamente vista, olfatto e gusto) negli animali è dovuta a 
neuroni sensoriali specializzati che utilizzano meccani- 
smi di trasduzione del segnale fondamentalmente simili 
a quelli usati per identificare ormoni, neurotrasmettitori 
e fattori di crescita. Il segnale sensoriale iniziale viene for- 
temente amplificato da meccanismi che comprendono ca- 
nali ionici controllati e secondi messaggeri intracellulari; il 
sistema si adatta a una stimolazione continuata cambian- 
do la sua sensibilità allo stimolo iniziale (desensibilizzazio- 
ne), e il segnale sensoriale derivato da diversi recettori vie- 
ne integrato prima che il segnale finale arrivi al cervello. 


e  Ilsistema visivo utilizza i classici meccanismi GPCR 

Nell’occhio dei vertebrati, la luce che entra attraverso la 
pupilla viene focalizzata su un insieme di neuroni sensi- 
bili alla luce e altamente organizzati (Figura 12.36). I neu- 
roni sensibili alla luce sono di due tipi: i bastoncelli (cir- 
ca 10? per retina), sensibili anche a bassi livelli di luce ma 
incapaci di distinguere i colori, e i coni (circa 3 X 10° per 
retina), meno sensibili ma in grado di distinguere i colori. 
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Figura 12.36 Ricezione della luce nell'occhio dei vertebrati. 

Il cristallino dell'occhio focalizza la luce sulla retina, costituita da 
strati di neuroni. | neuroni fotosensoriali primari sono le cellule a 
bastoncello (in giallo), da cui dipendono l'elevata risoluzione e la 
visione notturna, e le cellule a cono di tre sottotipi diversi (in rosa), 
che determinano la visione a colori. | coni e i bastoncelli formano 
sinapsi con diversi neuroni di interconnessione che convogliano e 
integrano i segnali elettrici. | segnali che si generano passano poi 
dai neuroni gangliari attraverso il nervo ottico al cervello. Si noti 
che la luce, prima di raggiungere le cellule dei coni e dei bastoncelli, 
deve passare attraverso gli strati formati dai neuroni nei gangli e dai 
neuroni che formano le interconnessioni. 


Entrambi questi tipi di neuroni sensoriali hanno una for- 
ma allungata e stretta con due distinti compartimenti cel- 
lulari: un segmento esterno, che contiene decine di dischi 
membranosi rivestiti con proteine recettoriali e col cromo- 
foro fotosensibile retinale, e un segmento interno conte- 
nente il nucleo e molti mitocondri, che servono a produr- 
re l’ATP necessario alla fototrasduzione. 

Come gli altri neuroni, i coni e i bastoncelli hanno un 
potenziale elettrico transmembrana (V,), prodotto dalla 
pompa elettrogenica Na*K* ATPasi nella membrana pla- 
smatica del segmento interno (Figura 12.37). Il potenziale 
di membrana viene modificato anche da un canale ionico 
localizzato nel segmento esterno che consente il passag- 
gio di ioni Na* o Ca°* ed è controllato (aperto) dal cGMP. 
Al buio, le cellule a bastoncello contengono una quantità 
di cGMP sufficiente a mantenere questo canale aperto. Il 
potenziale di membrana è quindi determinato dalla dif- 
ferenza netta tra l’efflusso di ioni Na* e K* nel segmen- 
to interno (che polarizza la membrana) e l'afflusso di ioni 
Na* attraverso il canale ionico del segmento esterno (che 
depolarizza la membrana). 

L'essenza del processo di segnalazione nei coni e nei ba- 
stoncelli è una diminuzione indotta dalla luce della con- 
centrazione di cGMP che causa la chiusura del canale ioni- 
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Figura 12.37 Iperpolarizzazione indotta dalla luce delle cellule a 
bastoncello. Le cellule a bastoncello sono costituite da un segmento 
esterno, con molti dischi membranosi impilati (non mostrati) contenenti 
ilfotorecettore rodopsina, e da un segmento interno, con il nucleo e 

gli altri organelli. Il segmento interno forma sinapsi con i neuroni di 
interconnessione (vedi la Figura 12.36). coni hanno una struttura 
simile. LATP prodotto nel segmento interno fornisce energia alla 

Na*K* ATPasi, che crea un potenziale elettrico transmembrana a ogni 
ciclo espellendo 3 ioni Na* e internalizzando 2 ioni K*. Il potenziale di 
membrana viene ridotto dal flusso di ioni Na* e Ca?* attraverso il canale 
ionico controllato dal cGMP presente nella membrana plasmatica del 
segmento esterno. In seguito all'assorbimento della luce, la rodopsina 
innesca un processo di degradazione del cGMP (macchie verdi) nel 
segmento esterno, causando la chiusura del canale cationico. Senza 

più l'afflusso di cationi attraverso questo canale, la cellula diventa 
iperpolarizzata. Questo segnale elettrico viene trasmesso al cervello 
attraverso le file di neuroni mostrate nella Figura 12.36. 
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co controllato dal cGMP. La membrana plasmatica diven- 
ta iperpolarizzata a opera della Na*K* ATPasi. Mediante 
le sinapsi che i coni e i bastoncelli formano con neuroni 
di interconnessione (Figura 12.36) l’attività elettrica vie- 
ne trasmessa ai neuroni gangliari sulla superficie interna 
della retina. Questi neuroni integrano i segnali che arriva- 
no da molti coni o bastoncelli e inviano il segnale finale, 
attraverso il nervo ottico, alla corteccia visiva del cervello. 

La trasduzione visiva inizia quando la luce incontra la 
rodopsina; migliaia di molecole di rodopsina sono distri- 
buite su ogni disco del segmento esterno dei bastoncelli e 
dei coni. La rodopsina (M, 40 000) è una proteina inte- 
grale di membrana con sette a eliche che la attraversano 
(Figura 12.38), la caratteristica architettura a serpentina 
GPCR. Il pigmento che assorbe la luce (cromoforo), 11-cis- 
retinale, è legato covalentemente all’opsina, il componen- 
te proteico della rodopsina, mediante una base di Schiff 
con un residuo di Lys. Il retinale viene così a trovarsi circa 
nel mezzo del doppio strato lipidico (Figura 12.38), orien- 
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Figura 12.38 Struttura proposta per il complesso rodopsina 

e proteina G trasducina. (PDB ID 1BAC) La rodopsina (in rosso) ha 
sette eliche transmembrana immerse nelle membrane dei dischi 

dei segmenti esterni dei bastoncelli ed è orientata con il dominio 
carbossiterminale sul lato citosolico e il dominio amminoterminale 
all'interno del disco. Il cromoforo 11-cis-retinale (rappresentato in 
giallo e con struttura tridimensionale), legato mediante una base 

di Schiff al residuo Lys?°° sulla settima elica, si trova circa nel centro 
del doppio strato. (Questa localizzazione è simile a quella del sito 
dell'adrenalina nel recettore B-adrenergico.) Un certo numero di 
residui di Ser e di Thr presenti nel dominio carbossiterminale va 
incontro a fosforilazione durante il processo di desensibilizzazione 
della rodopsina. Le anse citosoliche che interagiscono con la 
proteina G trasducina sono mostrate in arancione; la loro posizione 
esatta non è stata ancora identificata. Le tre subunità della trasducina 
(in verde) sono mostrate nella loro organizzazione più probabile. Il 
dominio carbossiterminale della rodopsina è palmitilato. Le subunità 
a e y della trasducina sono unite al doppio strato mediante ancore 
lipidiche (in giallo). 
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tato con il suo lungo asse quasi parallelo al piano della 
membrana. Quando il retinale presente nella rodopsina 
assorbe un fotone, l’energia assorbita determina una mo- 
dificazione fotochimica; V11-cis-retinale è convertito in tut- 
to-trans-retinale (vedi le Figure 1.19b e 10.21). Questa mo- 
dificazione strutturale del cromoforo causa un’alterazio- 
ne della conformazione della molecola della rodopsina, 
che corrisponde alla prima fase della trasduzione visiva. 

Il retinale deriva dalla vitamina A; (retinolo) e 

viene prodotto dal B-carotene (vedi la Figura 

10.21). Una carenza di vitamina A conduce a ce- 
cità notturna (incapacità di adattarsi a bassi livelli di lumi- 
nosità), una condizione relativamente comune in alcuni 
paesi in via di sviluppo. Una dieta ricca di carotene (con- 
tenuto nelle carote) fornisce la vitamina A e guarisce dal- 
la cecità notturna. O 


e Larodopsina eccitata agisce attraverso la proteina G 
trasducina riducendo la concentrazione di cGMP 

La rodopsina, nella sua conformazione eccitata, è in gra- 
do di interagire con una seconda proteina, la trasducina, 
che si trova sulla faccia citosolica della membrana del di- 
sco (Figura 12.38). La trasducina (T) appartiene alla fa- 
miglia delle proteine trimeriche che legano il GTP, come 
G; e G;. Anche se è specializzata per la trasduzione visi- 
va, la trasducina ha molte proprietà funzionali in comu- 
ne con le altre proteine G, e G;. Per esempio, la trasduci- 
na può legare sia GDP che GTP. Al buio, il GDP è legato 
alla proteina, le tre subunità (T,,, Tg e T,) restano unite e 
non viene trasmesso alcun segnale. Quando viene eccita- 
ta dalla luce, la rodopsina interagisce con la trasducina, 
catalizzando la sostituzione del GDP con il GTP presen- 
te nel citosol (Figura 12.39, tappe © e @). La trasducina 
poi si dissocia in T, e Tg,, e la subunità T, con il GTP le- 
gato trasporta il segnale dal recettore eccitato all’elemen- 
to successivo della via di trasduzione, cioè alla cGMP fo- 
sfodiesterasi (PDE); questo enzima converte il cGMP in 
5'-GMP (tappe © e ©). Si noti che questa non è la stes- 
sa nucleotide ciclico fosfodiesterasi che idrolizza il CAMP 
nella terminazione della risposta B-adrenergica. La PDE 
specifica per il CGMP è presente solo nelle cellule della 
visione della retina. 

La PDE della retina è una proteina periferica con il si- 
to attivo che guarda verso il lato citosolico della membra- 
na del disco. Al buio, l’attività fosfodiesterasica è blocca- 
ta completamente da una subunità inibitrice che si lega 
saldamente alla PDE. Quando la proteina T,-GTP incon- 
tra la PDE, la subunità inibitrice lascia l'enzima e lega T,; 
l’attività dell'enzima aumenta immediatamente di diver- 
si ordini di grandezza. Ogni molecola di PDE attiva idro- 
lizza molte molecole di cGMP, formando il 5'-GMP bio- 
logicamente inattivo e abbassando la concentrazione di 
cGMP nel segmento esterno in una frazione di secondo. 
Per effetto di questa concentrazione più bassa di cGMP, il 
canale ionico controllato dal cGMP si chiude, bloccando 
il rientro di Na* e di Ca?* nel segmento esterno e iperpo- 
larizzando la membrana del cono o del bastoncello (tap- 
pa @). Attraverso questo processo lo stimolo iniziale - un 
fotone - modifica la V,,, della cellula. Più intensa è l’illu- 
minazione della cellula a bastoncello, maggiore è l’iper- 
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© Lassorbimento 
della luce converte 
1°11-cis-retinale in 
tutto-trans-retinale, 
attivando 


la rodopsina (Rh). 


@ La rodopsina attivata 
catalizza la sostituzione 
di GDP con GTP 
sulla trasducina (T), 
che poi si dissocia 
in Ta-GTP e Tpy. 


© La T-GTP attiva la 
cGMP fosfodiesterasi 
(PDE) mediante il 
legame e la rimozione 
della sua subunità 
inibitrice (I). 


(4) La PDE attiva riduce 
la concentrazione di 
cGMP al di sotto dei 
livelli necessari per 
mantenere aperti i 
canali per i cationi. 


CAPITOLO 12 
Biosegnalazione 493 


Bastoncello S 


Membrana 
del disco 


Arr 


© 


(8) La rodopsina chinasi (RK) 
fosforila la rodopsina 
“sbiancata”; questa 
reazione è stimolata dalla 
bassa concentrazione di 
Ca?* e dalla ricoverina 
(Recov). Larrestina (Arr) 
si lega alla regione 
carbossiterminale 
fosforilata della rodopsina, 
inattivandola. 


Lentamente l’arrestina 
si dissocia e la rodopsina 
viene defosforilata; 

il tutto-trans-retinale 

è sostituito con 
1°11-cis-retinale. 

La rodopsina è ora 
pronta per un altro ciclo 
di fototrasduzione. 


Figura 12.39 Conseguenze molecolari prodotte 
dall’assorbimento di un fotone da parte della rodopsina nel 
segmento esterno di un bastoncello. Nella parte in alto della figura 


polarizzazione. Questa iperpolarizzazione è percepita dai 
neuroni di integrazione della retina, che passano il segna- 
le integrato alle cellule dei gangli; queste ultime manda- 
no i loro assoni, attraverso il nervo ottico, fino al cervello. 

Le diverse tappe del processo di trasduzione visiva de- 
terminano una grande amplificazione del segnale iniziale. 
Ogni molecola di rodopsina eccitata attiva almeno 500 mo- 
lecole di trasducina, ciascuna delle quali può attivare una 
molecola di PDE. Quest'ultimo enzima ha un numero di 
turnover particolarmente elevato e ogni molecola attivata 
idrolizza 4200 molecole di cGMP al secondo. Il legame del 
cGMP al canale ionico controllato da cGMP è cooperativo, 
quindi anche una piccola variazione nella concentrazione 
di cGMP determina una considerevole modificazione del- 
la conduttanza ionica. Il risultato di queste amplificazioni 
è la sensibilità alla luce. assorbimento di un singolo fo- 
tone chiude più di un migliaio di canali ionici e cambia il 
potenziale di membrana di circa 1 mV. 


Eccitazione 


Recupero/Adattamento 


Na, Ca?* 


I canali per i cationi 
chiusi impediscono 
l'afflusso di Na* e di 
Ca?*; la membrana 
si iperpolarizza 

e questo segnale 
viene trasferito al 
cervello. 


Il continuo efflusso 
di Ca?* attraverso 
lo scambiatore 
Na'-Ca?* riduce la 
concentrazione 
citosolica di Ca?*. 


cGMP J[Ca?] \/ 4Na' 
' 
' 
v-------------- cGMP_ 
a 2 
@ La diminuzione della (Ga | 
concentrazione di Ca°* 
SRG a (GC) DS Merabianà 
e inibisce la ;la plasmatica 


concentrazione di cGMP verso 
i valori che si hanno al buio 
riapre i canali per i cationi e il 
valore di Vm ritorna a quello 
precedente all’arrivo dello 
stimolo. 


(tappe da © a @) è descritta la fase di eccitazione; nella parte in basso 
della figura sono descritte invece le fasi di recupero (tappe @ e @) e 
di adattamento (tappe @ e ©) dopo l'illuminazione. 


e  Ilsegnalevisivo viene spento rapidamente 

Quando i nostri occhi scorrono questa riga, le immagini 
delle prime parole scompaiono rapidamente ancora pri- 
ma di vedere la serie di parole successiva. In questo bre- 
ve intervallo sono avvenute molte reazioni biochimiche. 
Poco dopo l'illuminazione, il sistema fotosensoriale dei 
coni e dei bastoncelli si spegne. La subunità a della tra- 
sducina (con il GTP legato) ha un’attività GTPasica in- 
trinseca. Pochi millisecondi dopo la diminuzione dell’in- 
tensità della luce, il GTP viene idrolizzato e la proteina 
T_ si riassocia con Tg,. La subunità inibitrice della PDE, 
che era stata rilasciata in seguito all'interazione dell’en- 
zima con la T,-GTP, si riassocia alla PDE, inibendo for- 
temente l'enzima. 

Per ritornare ai livelli di concentrazione di cGMP tipi- 
ci della condizione “al buio”, l’enzima guanilil ciclasi deve 
convertire il GTP in cGMP (tappa @ nella Figura 12.39) 
mediante una reazione che è inibita da concentrazioni di 
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Ca?* elevate (superiori a 100 nm). Durante l'illuminazione 
i livelli di Ca?* diminuiscono, in quanto la concentrazione 
di Ca°* nel segmento esterno dipende dall’efflusso di io- 
ni Ca°* attraverso lo scambiatore Na*-Ca°* e dall’afflusso 
di Ca°* attraverso i canali ionici controllati dal cGMP (ve- 
di la Figura 12.37). Al buio la [Ca®*] arriva a essere intor- 
no a valori di 500 nm, ampiamente sufficienti a inibire la 
sintesi di CGMP Dopo una breve illuminazione, l’ingres- 
so di Ca?* diminuisce e la sua concentrazione scende ra- 
pidamente (tappa @). La guanilil ciclasi non è più inibi- 
ta dagli ioni Ca?* e l'enzima converte GTP in cGMP; il si- 
stema ritorna nello stato in cui era prima dell’arrivo dello 
stimolo (tappa @). 

illuminazione prolungata provoca modificazioni nel- 
la rodopsina. La modificazione conformazionale indotta 
dall’assorbimento della luce espone diversi residui di Ser e 
di Thr nel dominio carbossiterminale della proteina. Que- 
sti residui sono rapidamente fosforilati dalla rodopsina 
chinasi (tappa © nella Figura 12.39), che è funzionalmen- 
te e strutturalmente omologa alla chinasi B-adrenergica 
(BARK) che desensibilizza il recettore p-adrenergico (ve- 
di la Figura 12.8). La proteina che lega il Ca°* ricoverina 
inibisce la rodopsina chinasi in presenza di elevate concen- 
trazioni di Ca?*, ma questa inibizione diventa trascurabile 
quando, in seguito a illuminazione, la [Ca?*] scende, co- 
me abbiamo visto in precedenza. Il dominio carbossiter- 
minale fosforilato della rodopsina viene riconosciuto dal- 
la proteina arrestina 1, che impedisce ulteriori interazio- 
ni della rodopsina attivata con la trasducina. Parrestina 1 
è strettamente omologa all’arrestina 2 (Barr; vedi la Figu- 
ra 12.8). In un periodo di tempo relativamente lungo (da 
secondi a minuti), il tutto-trans-retinale delle molecole di 
rodopsina eccitate viene sostituito con 11-cis-retinale pro- 
ducendo molecole di rodopsina pronte per un nuovo ciclo 
di eccitazione (tappa © nella Figura 12.39). 


e Lecellule acono determinano la visione a colori 
La visione a colori nelle cellule a cono coinvolge una via di 
trasduzione sensoriale essenzialmente identica, ma inne- 
scata da recettori della luce leggermente diversi. Per iden- 
tificare diverse regioni dello spettro della luce visibile vi 
sono tre tipi di cellule a cono specializzate, che usano tre 
proteine fotorecettrici (opsine). Ogni cellula a cono espri- 
me un solo tipo di recettore opsina, strettamente correlato 
alla rodopsina per dimensione, sequenza amminoacidica 
e probabilmente struttura tridimensionale. Le differenze 
fra le tre opsine sono abbastanza grandi da disporre il cro- 
moforo 11-cis-retinale in tre ambienti leggermente diversi 
tra loro, generando quindi tre fotorecettori con capacità 
di assorbire la luce in regioni diverse dello spettro (Figura 
12.40). Possiamo distinguere colori e sfumature integran- 
do i segnali che escono dai tre tipi di coni, ognuno dei qua- 
li contiene uno dei tre specifici fotorecettori. 

La cecità ai colori, come l’incapacità di percepire 

e di distinguere il rosso dal verde, è un fenomeno 

ereditario abbastanza comune nell’uomo. I vari ti- 
pi di cecità ai colori dipendono da mutazioni diverse a cari- 
co dell’opsina. Una forma è dovuta alla perdita del fotore- 
cettore per il rosso; gli individui colpiti da questa forma di 
patologia sono detti dicromati rosso” (essi vedono solo 
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Figura 12.40 Spettri di assorbimento della rodopsina purificata 
e dei recettori per il rosso, per il verde e per il blu delle cellule 

a cono. Gli spettri, ottenuti da singole cellule a cono isolate da 
cadaveri, presentano massimi di assorbimento a 420, 530 e 560 nm, 

e il massimo assorbimento per la rodopsina è a circa 500 nm. Come 
riferimento è mostrato lo spettro visibile dell'uomo, che va da circa 
380 a 750 nm. 


due colori primari). Altri soggetti sono privi del pigmento 
verde e sono quindi chiamati dicromati verde”. In alcuni 
casi sono presenti i fotorecettori per il rosso e per il verde, 
ma hanno una sequenza amminoacidica modificata che 
modifica anche lo spettro di assorbimento della luce, gene- 
rando un’alterazione nella visione dei colori. A seconda del 
pigmento alterato, questi individui sono detti tricromati 
rosso-alterati o tricromati verde-alterati. esame dei ge- 
ni dei recettori visivi ha permesso in questi ultimi tempi di 
diagnosticare la cecità ai colori di un famoso paziente, a ol- 
tre cento anni dalla sua morte (Box 12.4). O 


e  Neivertebrati l'olfatto e il gusto utilizzano meccanismi 

simili a quelli della vista 
Le cellule sensoriali che possono identificare odori e sa- 
pori hanno molti aspetti in comune con i coni e i baston- 
celli che riconoscono la luce. I neuroni olfattivi hanno un 
certo numero di lunghe ciglia sottili che si estendono da 
un lato della cellula verso uno strato mucoso che riveste 
le cellule. Queste ciglia presentano un’ampia area super- 
ficiale per l'interazione con i segnali olfattivi. I recettori 
per gli stimoli olfattivi sono proteine della membrana ci- 
liata con la familiare struttura a serpentina costituita da 
sette a eliche transmembrana. Il segnale olfattivo può es- 
sere uno qualsiasi dei molti composti volatili per i quali vi 
sono specifiche proteine recettrici. La nostra capacità di 
distinguere gli odori proviene da centinaia di diversi re- 
cettori olfattivi sulla lingua e nelle vie nasali e dalla capa- 
cità del cervello di integrare i segnali derivanti dai diversi 
tipi di recettori olfattivi per riconoscere una combinazio- 
ne “ibrida”, estendendo il nostro campo di distinzione ben 
oltre il numero dei recettori. 

Lo stimolo olfattivo arriva alle cellule sensoriali me- 
diante la diffusione attraverso l’aria. Nello strato muco- 
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Il chimico John Dalton (famoso per la sua teoria ato- 
mica) era cieco ai colori. Egli pensò che l'umore vitreo 
contenuto nei suoi occhi (il fluido che riempie l’occhio 
dietro il cristallino) avesse un colore blu, invece di essere 
incolore come nell’occhio normale. Egli lasciò disposi- 
zioni perché alla sua morte i suoi occhi fossero rimossi e 
perché venisse determinato il colore dell'umore vitreo. Il 
suo desiderio fu rispettato. Il giorno dopo la sua morte, 
nel luglio del 1844, Joseph Ransome dissezionò i suoi 
occhi e osservò che l’umore vitreo era perfettamente 
incolore. Ransome, come molti altri scienziati, era ri- 
luttante a gettar via i campioni. Egli conservò gli occhi 
di Dalton in una bottiglia, dove rimasero per un secolo 
e mezzo (Figura 1). 

Poi, a metà degli anni ’90 del Novecento, un gruppo di 
biologi molecolari inglesi prelevò un frammento della 
retina di Dalton per estrarne il DNA. Usando le sequenze 
dei geni dell’opsina dei fotopigmenti per il rosso e per 
il verde, i ricercatori amplificarono le sequenze impor- 


so che ricopre i neuroni olfattivi, le molecole odorose si 
legano direttamente a un recettore olfattivo o a una pro- 
teina specifica che trasporta la molecola a un recettore 
(Figura 12.41). Einterazione tra il recettore e la molecola 
odorosa provoca un cambiamento nella conformazione 
del recettore che determina la sostituzione del GDP le- 


(2) LOR attivato 
catalizza lo scambio 
GDP-GTP su una 
proteina G (Golf), 
provocando la 
sua dissociazione 
in subunità a e By. 


© La molecola odorosa 
(O) arriva allo strato 
mucoso e si lega 
direttamente a un 
recettore olfattivo (OR) 
o a una proteina 

di legame (BP) che 

la trasporta all’OR. 


Ga-GTP attiva 

l’adenilil ciclasi, 

che catalizza la 

sintesi del CAMP, 

aumentando 

la concentrazione 
di cAMP. 


©@| Gora idrolizza il GTP a GDP, 
spegnendo se stessa. La cAMP PDE 
idrolizza il CAMP La chinasi del 
recettore fosforila OR, inattivandolo. 


La molecola odorosa viene rimossa 


Figura 1 Gli occhi di Dalton. 


tanti (mediante le tecniche descritte nel Capitolo 9) e 
stabilirono che Dalton aveva il gene dell’opsina per il 
fotopigmento per il rosso, ma era privo del gene dell’op- 
sina per il fotopigmento per il verde. Dalton era quindi 
un dicromato verde. Così, 150 anni dopo la sua morte, 
l'esperimento che Dalton aveva iniziato ipotizzando la 
causa della sua cecità ai colori era finalmente completato. 


gato con GTP su una proteina G, Gp analoga alla trasdu- 
cina e alla G, del sistema B-adrenergico. La Gy attivata, 
poi, attiva a sua volta l’adenilil ciclasi della membrana ci- 
liare, che sintetizza CAMP dall’ATP, aumentando la con- 
centrazione locale di cAMP I canali per ’Na* controlla- 
ti da cAMP e i canali per il Ca?* della membrana ciliare 


Neurone 
olfattivo 


Ciglia 


AAA 
I ATP cAMP ® 4 


Il Ca?* riduce l'affinità 
del canale cationico per il 
cAMP abbassando la 


sensibilità del sistema 
alle molecole odorose. 


7 / Dendrite Assone 
Î 
94 Aria 
Strato 
Canali cationici controllati dal mucoso 


cAMP si aprono. Ca°* entra, 


aumentando la concentrazione 


interna di Ca°*. 
o n 
@® Membrana 
x ciliare 


ssi Cali@ === === “€ 


6 | 1canali per gli ioni cloro (CI) 
controllati dal Ca°* si aprono. 
Lefflusso di CIT depolarizza 
la cellula, inviando un segnale 
elettrico al cervello. 


mediante il metabolismo. 


Figura 12.41 Eventi molecolari nell’olfatto. Queste interazioni avvengono nelle ciglia delle cellule olfattive recettrici. 
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si aprono, e l’afflusso di Na* e Ca°* produce una piccola 
depolarizzazione chiamata potenziale del recettore. Se 
un numero sufficiente di molecole odorose incontra i re- 
cettori, il potenziale del recettore è abbastanza forte da 
causare l’accensione di un potenziale d’azione nel neu- 
rone. Questo viene trasferito in molte tappe al cervello e 
registrato come uno specifico odore. Tutti questi eventi 
avvengono in 100-200 ms. 

In tutti i tipi di neuroni olfattivi, quando viene a man- 
care lo stimolo, il macchinario di trasduzione si spegne in 
diversi modi. Una cAMP fosfodiesterasi riporta la concen- 
trazione del cAMP ai livelli precedenti allo stimolo. Gox 
idrolizza il GTP a GDP autoinattivandosi. La fosforilazio- 
ne del recettore da parte di una specifica chinasi impedi- 
sce la sua interazione con G,y mediante un meccanismo 
analogo a quello utilizzato per desensibilizzare il recetto- 
re B-adrenergico e la rodopsina. Infine alcune molecole 
odorose vengono distrutte enzimaticamente da ossidasi. 

Il senso del gusto nei vertebrati riflette l’attività dei 
neuroni gustativi racchiusi nelle papille gustative sulla su- 
perficie della lingua. In questi neuroni sensoriali, i recetto- 
ri a serpentina sono accoppiati alla proteina G eterotrime- 
rica gustducina (molto simile alla trasducina dei baston- 
celli e dei coni). Le molecole con sapore dolce si legano ai 
recettori nei bottoni gustativi per il sapore dolce. Quan- 
do la molecola (gustativa) si lega, la gustducina è attivata 
dalla sostituzione del GDP legato con GTP e poi stimola la 
produzione di cAMP da parte dell’adenilil ciclasi. Il risul- 
tato è un aumento della concentrazione di cAMP che atti- 
va la PKA, che fosforila i canali per il K* nella membrana 
plasmatica, provocando la loro chiusura. Il flusso ridotto 
del K* depolarizza la cellula (Figura 12.42). Altri bottoni 
gustativi sono specializzati nel riconoscere il sapore ama- 
ro, acido, salato e umami (insaporitore), utilizzando va- 
rie combinazioni di secondi messaggeri e canali ionici nei 
meccanismi di trasduzione. 
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e IGPCRdeisistemi sensoriali hanno molte caratteristiche 

in comune con i GPCR dei sistemi di segnalazione 

ormonale 
Abbiamo posto l’attenzione su quattro sistemi (segnala- 
zione ormonale, vista, olfatto e gusto) in cui i recettori di 
membrana sono accoppiati a enzimi che generano secondi 
messaggeri attraverso le proteine G. I meccanismi di segna- 
lazione si devono essere sviluppati molto presto nel corso 
dell'evoluzione; studi di genomica hanno dimostrato che 
nei vertebrati, negli artropodi (Drosophila e moscerini) e 
nel verme Caenorhabditis elegans i GPCR sono codificati da 
centinaia di geni. Anche il comune lievito di birra Saccha- 
romyces utilizza i recettori a serpentina (GPCR) per rico- 
noscere la cellula per l'accoppiamento. Questi meccanismi 
si sono complessivamente conservati, e l'introduzione di 
differenze ha prodotto negli organismi attuali la capacità 
di rispondere a un’ampia gamma di stimoli (Tabella 12.8). 
Dei circa 29 000 geni del genoma umano, circa 1000 codi- 
ficano recettori a serpentina, tra cui centinaia per stimoli 
olfattivi e un numero di “recettori orfani” per i quali non 
sono ancora conosciuti i ligandi naturali. 

Tutti i sistemi di trasduzione fino a ora studiati che agi- 
scono mediante proteine G eterotrimeriche hanno proprie- 
tà comuni che riflettono la loro correlazione evolutiva (Fi- 
gura 12.43). Irecettori hanno sette segmenti transmembra- 
na, un dominio (in genere un’ansa tra la sesta e la settima 
elica transmembrana) che interagisce con la proteina G, e 
un dominio carbossiterminale che va incontro a un proces- 
so reversibile di fosforilazione a livello di alcuni residui di 
Ser e di Thr. Il sito che lega il ligando (o, nel caso della luce, 
il recettore della luce) è immerso in profondità nella mem- 
brana e coinvolge residui appartenenti a diversi segmen- 
ti transmembrana. Il legame del ligando (o l'assorbimento 
della luce) induce una modificazione conformazionale nel 
recettore, che espone il dominio di interazione con la pro- 
teina G. Le proteine G eterotrimeriche attivano o inibiscono 


Membrana S mam K+ Membrana 
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© | La molecola con sapore 
dolce (S) si lega al recettore 
per il sapore dolce (SR), 
attivando la proteina G 


gustducina (Ggus)- 


(2) La subunità a della 
gustducina attiva 
l’adenilil ciclasi (AC) 
della membrana 
apicale, aumentando 
la concentrazione di 


cAMP. 


Cellula gustativa 


Figura 12.42 Meccanismo di trasduzione per i sapori dolci. 


(3) La PKA, attivata dal CAMP fosforila 
un canale per il K* nella membrana 
basolaterale, causandone la 
chiusura. Pefflusso ridotto di K* 
depolarizza la cellula, inviando un 
segnale elettrico che raggiunge il 

5] cervello. 


© 978-88-08-26148-9 


MI Tabella 12.8 Alcuni segnali trasdotti dai GPCR 


Ammine 
Acetilcolina (muscarinico) 
Adrenalina 


Somatostatina 
Tachichinina 
Urotensina II 


Dopamina 
Istamina Ormoni proteici 
Serotonina Gonadotropina 
Ormone che stimola 
Peptidi il follicolo 
Angiotensina Ormone coriogonadotropico 
Bombesina lutropinico 
Bradichinina Tireotropina 
Chemochina 
Colecistochinina (CCK) Prostanoidi 
Endotelina Prostaciclina 
Interleuchina 8 Prostaglandina 
Melanocortina Trombossano 
Neuropeptide Y 
Neurotensina Altri 
Oppioidi Cannabinoidi 
Orexina Lisosfingolipidi 
Ormone di rilascio della Melatonina 
gonadotropina Rodopsina 
Ormone di rilascio della Stimoli olfattivi 
tireotropina 


specifici enzimi (adenilil ciclasi, PDE o PLC), modificando 
la concentrazione intracellulare di un secondo messagge- 
ro (CAMP, cGMP IP; o Ca°*). Nei sistemi che identificano 
gli ormoni, il risultato finale è una proteina chinasi attivata 
che regola alcuni processi cellulari fosforilando una protei- 
na essenziale del processo. Nei neuroni sensoriali la tappa 
finale è rappresentata da una modificazione del potenzia- 
le di membrana e dalla produzione di un segnale elettrico 
che passa a un altro neurone in una via che connette la cel- 
lula sensoriale al cervello. 


e ne 3 
o 
2°, ES I 
4 [CAMP] t [CAMP] 4 [cGMP] 


| 


CiD 1G1® 


Figura 12.43 Proprietà comuni dei sistemi di trasduzione dei 
segnali indotti da ormoni, luce, odori e sapori. | recettori GPCR 
sono alla base della specificità del segnale e la loro interazione con le 
proteine G innesca il processo di amplificazione del segnale stesso. 
Le proteine G eterotrimeriche attivano enzimi specifici: adenilil 
ciclasi (AC), fosfolipasi C (PLC) e fosfodiesterasi (PDE) che degradano 
il CAMP o il CGMP. Le modificazioni delle concentrazioni intracellulari 
di secondi messaggeri (CAMP, cGIM/P o IP) determinano alterazioni 
nell'attività di enzimi mediante fosforilazione o nella permeabilità 


I 


J P CaNa* 
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Tutti questi sistemi vanno incontro a un’autoinattivazio- 
ne. Il GTP legato alla proteina G viene convertito in GDP da 
un'attività GTPasica intrinseca alla stessa proteina G; spesso 
questa attività viene aumentata da una proteina attivatrice 
della GTPasi (GAP) o da proteine RGS (regolatrici della se- 
gnalazione delle proteine G; vedi la Figura 12.5 e il Box 12.2, 
Figura 4). In alcuni casi gli enzimi bersaglio delle proteine G 
fungono anche da GAP Il meccanismo di desensibilizzazio- 
ne che comporta la fosforilazione della regione carbossi- 
terminale, seguito dal legame dell’arrestina, sembra essere 
molto diffuso, se non universale. 


SOMMARIO 12.10 
Trasduzione sensoriale nella vista, nell’olfatto 
e nel gusto 

* La vista, l’olfatto e il gusto nei vertebrati impiegano 
recettori a serpentina (GPCR), che agiscono attraver- 
so proteine G eterotrimeriche per cambiare la V,, del 
neurone sensoriale. 

° Nei bastoncelli e nei coni della retina, la luce attiva 
la rodopsina, che stimola la sostituzione del GDP con 
GTP sulla proteina G trasducina. La subunità a libera 
della trasducina attiva la cGMP fosfodiesterasi, che ab- 
bassa la concentrazione di cGMP e quindi chiude i ca- 
nali ionici dipendenti dal cGMP nel segmento esterno 
del neurone. L’iperpolarizzazione risultante del baston- 
cello o del cono trasmette il segnale al neurone vicino 
nella via, e successivamente al cervello. 

* Nei neuroni olfattivi, gli stimoli olfattivi, agendo attra- 
verso recettori GPCR e proteine G, provocano un au- 
mento della concentrazione di CAMP (mediante l’atti- 
vazione dell’adenilil ciclasi) o un aumento della con- 
centrazione di Ca°*(mediante l’attivazione della PLC). 


Molecole odorose Molecole con sapore dolce 


OR, 
Q\ — 
PLC) o 


I I 


t IP] 


J 
pil 


tre 


t Perna 


(P) della membrana a ioni come il Ca?*, l'Na* e il K*. La conseguente 
depolarizzazione o iperpolarizzazione della cellula sensoriale (il 
segnale) viene trasmessa attraverso altri neuroni a centri sensoriali nel 
cervello. Nei casi meglio studiati, la desensibilizzazione comprende la 
fosforilazione del recettore e il legame di una proteina (arrestina) che 
interrompe le interazioni tra recettore e proteina G.VR rappresenta 

il recettore della vasopressina; B-AR è il recettore B-adrenergico; le 
abbreviazioni degli altri recettori e delle proteine G sono le stesse 
usate nelle figure precedenti. 
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Questi secondi messaggeri influenzano canali ionici e 
quindi Vy. 

* Ineuroni gustativi hanno recettori GPCR che rispon- 
dono ai sapori alterando la concentrazione di cAMP, 
che a sua volta modifica il valore di V,, controllando 
canali ionici. 

e Viè un alto grado di conservazione delle proteine di 
segnalazione e dei meccanismi di trasduzione sia tra si- 
stemi che tra specie diverse. 


Regolazione del ciclo cellulare 
da parte delle proteina chinasi 


Uno dei ruoli fondamentali delle vie di segnalazione è la 
regolazione del ciclo cellulare negli eucarioti. Durante la 
crescita embrionale e le ultime fasi dello sviluppo, la divi- 
sione cellulare avviene praticamente in tutti i tessuti, men- 
tre negli organismi adulti il processo diventa quiescente 
nella maggior parte dei tessuti. La “decisione” di una cel- 
lula di dividersi o di non dividersi è di cruciale importan- 
za per l'organismo. Quando un meccanismo di regolazione 
che limita la divisione cellulare è difettoso e le cellule cre- 
scono in modo non più controllato, il risultato può essere 
catastrofico, cioè il cancro. Una corretta divisione cellula- 
re richiede una sequenza precisa di eventi biochimici che 
fanno sì che la cellula figlia abbia tutti i componenti mole- 
colari necessari per le funzioni vitali. Le ricerche sul con- 
trollo della divisione cellulare in cellule eucariotiche dif- 
ferenti hanno identificato meccanismi di regolazione uni- 
versali. Meccanismi di segnalazione molto simili a quelli 
discussi finora svolgono un ruolo centrale nel determina- 
re se e quando una cellula deve dividersi, e assicurano un 
passaggio ordinato da una fase all’altra. 


e  Ilciclo cellulare si svolge in quattro fasi 

La divisione cellulare negli eucarioti avviene in quattro 
fasi ben definite (Figura 12.44). Nella fase S (sintesi) vie- 
ne replicato il DNA per produrre le copie per entrambe 
le cellule figlie. Nella fase G2 (G sta per “gap”, intervallo) 
vengono sintetizzate nuove proteine e la cellula raddop- 
pia quasi di volume. Nella fase M (mitosi) l'involucro nu- 
cleare si rompe e i cromosomi si raccolgono ai poli opposti 
della cellula: ogni gruppo di cromosomi viene circonda- 
to da un nuovo involucro nucleare e la citocinesi divide 
la cellula in due cellule figlie (vedi la Figura 24.24). Nei 
tessuti embrionali o in rapida crescita, ogni cellula figlia 
si divide ancora, ma solo dopo un certo periodo di attesa 
(G1). Nelle cellule animali in coltura l’intero processo ri- 
chiede circa 24 ore. 

Dopo essere passata attraverso la fase G1, una cellula 
può continuare a dividersi oppure cessare il processo, en- 
trando in una fase quiescente (G0) che può durare per ore, 
giorni o per tutta la vita della cellula. Quando una cellula 
in GO decide di iniziare di nuovo a dividersi, rientra nel ci- 
clo di divisione a livello della fase G1. Le cellule differen- 
ziate come gli epatociti o gli adipociti che hanno acquisi- 
to la loro funzione e forma specializzata restano nella fase 
GO. Le cellule staminali mantengono la loro capacità di di- 
vidersi e differenziarsi in qualsiasi tipo cellulare. 
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Fase G2 Fase M 
Non vi Mitosi (divisione Fase G0 
è sintesi di nucleare) e Le cellule che 
DNA. citocinesi vanno incontro a 
La sintesi (divisione differenziamento 
di RNA cellulare) terminale escono 
e di proteine generano per sempre 
continua due cellule figlie dal ciclo cellulare 
M G0 
G2 l1h Punto di rientro 
SZ4h: Una cellula rientra 
| nel ciclo da G0 
Î — \ all’inizio 
NJ della fase G1 
| | G1 
s 6-12h | 
68h | Fase G1 | 
| Vi è sintesi 
| ‘  diRNAe proteine, 
| ma non di DNA 
Fase S Punto di restrizione 
La sintesi di DNA Una cellula che passa 
raddoppia la quantità attraverso questo punto 
di DNA nella cellula. è indirizzata a entrare 
Sono sintetizzati nella fase S 
anche RNA e 
proteine 


Figura 12.44 Ciclo cellulare degli eucarioti. | tempi (in ore) delle 
varie fasi possono variare; quelli indicati sono i più comuni. 


e Nellacellulailivelli di proteina chinasi dipendenti 

dalla ciclina oscillano 
I tempi delle varie fasi del ciclo cellulare sono controllati 
da una famiglia di proteina chinasi la cui attività si mo- 
difica in risposta a segnali cellulari. Mediante la fosfo- 
rilazione di specifiche proteine in un preciso intervallo 
di tempo, queste proteina chinasi orchestrano le attivi- 
tà metaboliche della cellula per produrre una divisione 
cellulare ordinata. Queste chinasi sono eterodimeri con 
una subunità regolatrice, la ciclina, e una subunità cata- 
litica, la proteina chinasi ciclina-dipendente (CDK). 
In assenza di ciclina la subunità catalitica è praticamente 
inattiva. Quando si lega la ciclina, la subunità catalitica si 
apre, il residuo essenziale per la catalisi diventa accessi- 
bile (Figura 12.45) e l’attività della subunità catalitica au- 
menta di circa 10 000 volte. Le cellule degli animali han- 
no almeno dieci cicline diverse (indicate con le lettere A, 
B, Ce così via) e almeno otto chinasi ciclina-dipendenti 
(da CDK1 a CDK8), che agiscono in varie combinazioni in 
punti specifici del ciclo cellulare. Anche le piante usano 
una famiglia di proteina chinasi ciclina-dipendenti, che 
regolano la loro divisione cellulare nella radice e nel me- 
ristema del germoglio, il tessuto in cui la divisione cellu- 
lare è particolarmente evidente. 

In una popolazione di cellule animali che si stanno di- 
videndo in modo sincrono, alcune attività delle CDK mo- 
strano oscillazioni considerevoli (Figura 12.46). Queste 
variazioni repentine di attività derivano da quattro mec- 
canismi di regolazione dell’attività delle CDK: la fosforila- 
zione o la defosforilazione delle CDK, la degradazione con- 
trollata della subunità ciclina, la sintesi periodica di CDK 
e di cicline e l’azione di specifiche proteine inibitrici delle 
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Figura 12.45 Attivazione delle proteina chinasi ciclina-dipendenti (CDK) 
mediante ciclina e loro fosforilazione. Le CDK, una famiglia di enzimi correlati, 
sono attive solo quando sono associate alle cicline, un'altra famiglia di proteine. 
Le basi molecolari del meccanismo di attivazione sono state ottenute da studi 
sulle strutture cristallografiche della CDK2 con e senza ciclina. (a) In assenza di 
ciclina (PDB ID 1HCK), la CDK2 è ripiegata in modo che l'ansa T (in rosso) vada a 
ostruire il sito di legame per i substrati proteici, inibendo l'attività della proteina 
chinasi. Il sito di legame dell'ATP è vicino all'ansa T. (b) Il legame della ciclina (PDB 
ID 1FIN) determina una modificazione conformazionale che allontana l'ansa 

T dal sito attivo e riorienta l'elica amminoterminale (in verde), portando uno 

dei residui cruciali per la catalisi (Glu?) nel sito attivo. (c) La fosforilazione di un 
residuo di Thr (nel modello a spazio pieno di color arancione) nell'ansa T inserisce 
una carica negativa che viene stabilizzata da tre cariche positive di tre residui 

di Arg (mostrate nel modello a palle e bastoncini), mantenendo la CDK nella 
conformazione attiva (PDB ID 1JST). 


(b) (c) 
Subunità 
ca ciclina—— £ 


AnsaT 
Glub! 


AT 


CDK2 (inattiva) 


CDK. Lattivazione temporalmente controllata di una serie 
di CDK produce segnali che si comportano come un oro- 
logio che orchestra gli eventi nella normale divisione cel- 
lulare e assicura che una tappa sia stata completata prima 
che inizi la successiva. 


Regolazione delle CDK mediante fosforilazione L’at- 
tività di una CDK è fortemente modificata dai meccani- 


smi di fosforilazione e di defosforilazione di due residui 
fondamentali della proteina (Figura 12.47a). La fosforila- 


G1 S G2 M Gl 


Ciclina B-CDK1 


Ciclina A-CDK2 


Ciclina E-CDK2 


Attività chinasica 


Tempo 


Thr160 
fosforilata 


Arg150 


CDK2 (attiva) 


zione del residuo di Tyr! vicino all’estremità amminoter- 
minale da parte di un’altra chinasi rende la CDRK2 inatti- 
va; il residuo di (P)-Tyr è vicino al sito di legame dell'ATP 
della chinasi e la carica negativa del gruppo fosfato bloc- 
ca l'ingresso dell'ATP. Una specifica fosfatasi (una PTPa- 
si) defosforila questo residuo di ®)-Tyr, permettendo il 
legame dell'ATP. La fosforilazione del residuo di Thr!® 
nell’ansa T della CDK, catalizzata da ancora un’altra pro- 
teina chinasi, allontana l’ansa dalla fessura che lega il sub- 
strato, consentendo il legame di una proteina bersaglio in 


Figura 12.46 Variazioni dell'attività di specifiche CDK durante il 
ciclo cellulare negli animali. L'attività del complesso ciclina E-CDK2 
raggiunge il massimo in corrispondenza dell'interfaccia tra le fasi G1 

e S, dove l'enzima innesca la sintesi di enzimi coinvolti nella sintesi 

del DNA (vedi la Figura 12.49). L'attività del complesso ciclina A-CDK2 
aumenta durante la fase S e la fase G2, poi cala rapidamente durante 
la fase M, quando invece il complesso ciclina B-CDK1 presenta un 
picco di attività. 
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Si forma il complesso ciclina-CDK, ma è ancora inattivo 
a causa della fosforilazione di un residuo di Tyr!5 © 


che blocca il sito di legame dell’ATP. Ei 


(?) (Typ di Thr!9® nell’ansa T 
Pc e la rimozione del gruppo 
fosfato sulla Tyr!° 
ictina attivano il complesso 
ciclina-CDK. 


(5) 
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Figura 12.47 Regolazione della CDK mediante fosforilazione 
e proteolisi. (a) La proteina chinasi ciclina-dipendente attivata al 
momento della mitosi (CDK della fase M) ha un'ansaT che si ripiega 
nel sito che lega il substrato. Quando la Thr'9° dell’ansa T viene 
fosforilata (tappa ©), l'ansa esce dal sito di legame del substrato, 
attivando l'enzima. (b) Il complesso attivo fra la ciclina e la CDK 


posizione a valle nella via di segnalazione e la sua fosfori- 
lazione da parte della CDK (Figura 12.45c). 

La presenza di interruzioni in una singola catena del 
DNA porta al blocco del ciclo cellulare in G2, attraverso la 
regolazione di una particolare CDK. Una specifica protei- 
na chinasi (detta Rad3 nel lievito), attivata da rotture in 
singole catene, innesca una cascata che porta all’inattiva- 
zione della fosfatasi (PTPasi), che defosforila il residuo di 
Tyr! della CDK. La chinasi resta inattiva e il ciclo cellula- 
re si ferma in G2, incapace di indurre la divisione cellulare 
fino a quando il DNA non viene riparato e gli effetti della 
cascata non sono stati invertiti. 


Degradazione controllata della ciclina Una degrada- 
zione proteolitica delle cicline mitotiche estremamente 
specifica e regolata nel tempo controlla l’attività della CDK 
durante tutto il ciclo cellulare. Per procedere attraverso la 
mitosi è necessario avere prima un’attivazione e poi una 
distruzione delle cicline A e B, che attivano la subunità ca- 


innesca la sua inattivazione mediante la fosforilazione della DBRP 
(proteina di riconoscimento dei siti di distruzione, tappa @). La DBRP 
e l'ubiquitina ligasi legano diverse molecole di ubiquitina (U) alla 
ciclina (tappa @), indirizzandola verso la distruzione da parte del 
proteasoma, un complesso enzimatico proteolitico (tappa @). 


talitica della CDK della fase M. Queste cicline contengo- 
no vicino alla loro estremità amminoterminale la sequen- 
za -Arg-Thr-Ala-Leu-Gly-Asp-Ile-Gly-Asn-, la sequenza di 
distruzione (destruction box) da cui dipende la loro degra- 
dazione. (Il termine box, in inglese, viene usato nella pra- 
tica per indicare una breve sequenza in un acido nucleico 
o in una proteina correlata ad alcune specifiche funzioni, 
non definita da una particolare struttura tridimensiona- 
le.) Una proteina che riconosce questa sequenza, la pro- 
teina DBRP (proteina di riconoscimento dei siti di distru- 
zione), inizia il processo di degradazione delle cicline, av- 
vicinando la ciclina a un’altra proteina, l’ubiquitina. La ci- 
clina e l’ubiquitina attivata sono poi unite covalentemente 
dall’enzima ubiquitina ligasi (Figura 12.47b). Molte mole- 
cole di ubiquitina unite alla ciclina sono il segnale per la 
degradazione della proteina da parte del complesso pro- 
teolitico proteasoma. 

Che cosa controlla i tempi di questa degradazione? Vi 
è un controllo retroattivo in tutti i processi mostrati nella 
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Figura 12.47 Paumento dell’attività della CDK (tappa ©) 
porta, infine, alla proteolisi della ciclina (tappa @). Le 
molecole di ciclina appena sintetizzate si associano con la 
CDK e la attivano; quest’ultima va ora a fosforilare e ad at- 
tivare la proteina DBRP. La DBRP attiva causa poi la pro- 
teolisi della ciclina. L’abbassamento della concentrazione 
di ciclina produce una diminuzione dell’attività della CDK, 
e anche l’attività della DBRP diminuisce lentamente a cau- 
sa della sua costante defosforilazione a opera della DBRP 
fosfatasi. I livelli di ciclina ritornano alla normalità me- 
diante la sintesi di nuove molecole di proteina. 

Il ruolo dell’ubiquitina e del proteasoma non è limitato 
alla degradazione delle cicline; come vedremo nel Capito- 
lo 27 il sistema è coinvolto nel turnover delle proteine cel- 
lulari, un processo fondamentale nell'economia cellulare. 


Sintesi regolata delle CDK e delle cicline Il terzo me- 
todo di modificazione dell’attività delle CDK consiste nel- 
la regolazione della velocità di sintesi della ciclina, della 
CDK o di entrambe. Per esempio, la ciclina D, la ciclina E, 
la CDK2 e la CDKA4 sono sintetizzate solo quando è presen- 
te nel nucleo il fattore di trascrizione E2F che attiva la tra- 
scrizione dei loro geni. La sintesi di E2F è a sua volta rego- 
lata da segnali extracellulari come i fattori di crescita e 
le citochine (induttori della divisione cellulare), composti 
essenziali per la divisione delle cellule di mammifero in 
coltura. Questi fattori di crescita determinano la sintesi di 
specifici fattori di trascrizione nucleari essenziali per pro- 
durre gli enzimi necessari per la sintesi del DNA. I fattori 
di crescita innescano la fosforilazione delle proteine nu- 
cleari Jun e Fos, fattori di trascrizione che promuovono la 
sintesi di un certo numero di prodotti genici, tra cui le ci- 
cline, le CDK e ’E2F Quest'ultimo controlla a sua volta la 
produzione di altri enzimi necessari per la sintesi dei deos- 
sinucleotidi e del DNA, consentendo alla cellula di entrare 
nella fase S (Figura 12.48). 


Inibizione delle CDK Infine, specifici inibitori proteici 
si legano alle CDK, inattivandole. Uno di questi è la pro- 
teina p21, che vedremo in seguito. 


Questi quattro meccanismi di controllo modulano l’attivi- 
tà di specifiche CDK, che a loro volta stabiliscono se una 
cellula deve dividersi, differenziarsi, diventare permanen- 
temente quiescente o iniziare un nuovo ciclo di divisione 
dopo un certo periodo di quiescenza. I dettagli della rego- 
lazione del ciclo cellulare, come il numero delle diverse ci- 
cline e chinasi che vi partecipano e le loro combinazioni, 
differiscono da organismo a organismo, ma i meccanismi 
di base si sono conservati durante l'evoluzione in tutte le 
cellule eucariotiche. 


e LeCDKregolano la divisione cellulare mediante 
la fosforilazione di specifiche proteine 

Abbiamo esaminato come sono controllate le CDK, ma in 
che modo l’attività delle CDK controlla il ciclo cellulare? 
Lelenco delle proteine riconosciute dalle CDK è in conti- 
nua crescita, ma abbiamo ancora molto da comprendere. 
Possiamo ottenere una visione d’insieme della regolazione 
delle CDK se analizziamo l’effetto di queste chinasi sulla 
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Figura 12.48 Regolazione della divisione cellulare mediante i 
fattori di crescita. La via che dai fattori di crescita arriva alla divisione 
cellulare passa attraverso una cascata enzimatica che attiva le MAPK, 
attraverso la fosforilazione dei fattori di trascrizione Jun e Fos nel 
nucleo, e attraverso l'attività del fattore di trascrizione E2F, che induce 
la sintesi di diversi enzimi essenziali per la sintesi del DNA. 


struttura della lamìna e della miosina e sull’attività della 
proteina del retinoblastoma. 

La struttura dell’involucro nucleare è stabilizzata in 
parte da un reticolo altamente organizzato di filamenti in- 
termedi, composti dalla proteina lamìna. La degradazio- 
ne della membrana nucleare prima della segregazione dei 
cromatidi fratelli nella mitosi è dovuta anche alla fosfori- 
lazione della lamìna da parte di una CDK, che causa la de- 
polimerizzazione dei filamenti di lamìna. 

Un secondo bersaglio della chinasi è il macchinario 
contrattile dell’actomiosina favorito dall’ATP, che separa 
la cellula che si sta dividendo in due parti uguali durante 
la citocinesi. Dopo la divisione, la CDK fosforila una pic- 
cola subunità regolatrice della miosina, causando la disso- 
ciazione della miosina dall’actina e inattivando il macchi- 
nario contrattile. La defosforilazione successiva consente 
la ricostituzione dell'apparato contrattile e la ripresa di un 
nuovo ciclo di citocinesi. 

Un terzo substrato molto importante delle CDK è la 
proteina del retinoblastoma, pRb, che partecipa a un 
meccanismo che arresta la divisione cellulare nella fase 
G1 quando viene identificato un danno sul DNA (Figura 
12.49). La proteina pRb, che ha preso il nome dalla linea 
di cellule tumorali in cui fu scoperta, funziona in tutti i ti- 
pi di cellule regolando la divisione cellulare in risposta a 
vari stimoli. La proteina pRb non fosforilata si lega al fat- 
tore di trascrizione E2F; in questo complesso il fattore non 
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Figura 12.49 Regolazione del passaggio da G1 a S per 
fosforilazione di pRb. Il fattore di trascrizione E2F innesca la 
trascrizione di geni che codificano enzimi essenziali per la sintesi del 
DNA. La proteina del retinoblastoma pRb si lega a E2F (in basso a 
sinistra) e la inattiva, impedendo così la trascrizione di questi geni. La 
fosforilazione di pRb da parte di CDK2 impedisce il suo legame a E2F 
e la conseguente inattivazione; i geni sono così trascritti permettendo 
la divisione cellulare. Un danno al DNA della cellula (in alto a sinistra) 
determina una serie di eventi che inattivano CDK2 e bloccano la 
divisione cellulare. Quando la proteina MRN riconosce il danno 

sul DNA, attiva le proteina chinasi ATM e ATR, che poi fosforilano e 
rendono attivo il fattore di trascrizione p53. Questo fattore attivato 
favorisce la sintesi di un'altra proteina detta p21, un inibitore di 
CDK2. L'inibizione di CDK2 blocca la fosforilazione di pRb, che come 
conseguenza continua a legarsi e a inibire E2F. Quando l'attività di 
E2F è assente, i geni essenziali per la divisione cellulare non vengono 
trascritti e la divisione cellulare è bloccata. In seguito alla riparazione 
del DNA, questa serie di eventi è invertita e la cellula riprende a 
dividersi. 


è in grado di indurre la trascrizione di un gruppo di geni 
necessari per la sintesi del DNA (i geni per la DNA poli- 
merasi a, la ribonucleotide reduttasi e altre proteine; ve- 
di il Capitolo 25). In queste condizioni la cellula non può 
passare dalla fase G1 alla fase S, la tappa che indirizza la 
cellula alla mitosi e alla divisione cellulare. Il complesso 
pRb-E2F si dissocia quando pRb è fosforilata dalla ciclina 
E-CDK2, reazione che avviene in risposta a un segnale di 
innesco della divisione cellulare. 
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Quando le proteina chinasi ATM e ATR rilevano un 
danno sul DNA (segnalato dalla presenza della proteina 
MRN presso il sito di rottura della doppia catena), esse fo- 
sforilano e attivano la proteina p53, che si comporta co- 
me un fattore di trascrizione, stimolando la sintesi del- 
la proteina p21 (Figura 12.49). Questa proteina inibisce 
l’attività proteina chinasica della ciclina E-CDK2. In pre- 
senza di proteina p21, il fattore di trascrizione pRb resta 
non fosforilato e legato a E2E bloccando l’attività di que- 
sto fattore di trascrizione; la cellula si arresta così nella fa- 
se G1. In questo modo la cellula ha il tempo di riparare il 
suo DNA prima di entrare nella fase S, evitando il trasfe- 
rimento di un genoma difettoso a una o entrambe le cel- 
lule figlie. Quando il danno è troppo grande per consenti- 
re una riparazione efficace, questo stesso macchinario dà 
inizio a un processo (l’apoptosi, descritta in seguito) che 
porta la cellula alla morte, impedendo così il possibile svi- 
luppo di un cancro. 


SOMMARIO 12.11 
Regolazione del ciclo cellulare da parte 
delle proteina chinasi 

e La progressione attraverso il ciclo cellulare è regolata 
dalle proteina chinasi ciclina-dipendenti (CDK) che 
agiscono in specifici punti del ciclo fosforilando pro- 
teine chiave e modulandone le attività. La subunità 
catalitica delle CDK è inattiva se non associata con la 
subunità regolatrice ciclina. 

e L'attività di un complesso ciclina-CDK cambia durante 
il ciclo cellulare attraverso la sintesi differenziata delle 
CDK, la degradazione specifica della ciclina, la fosfori- 
lazione e la defosforilazione di residui funzionalmente 
importanti nelle CDK e il legame delle proteine inibito- 
rie a specifiche cicline-CDK. 

e Tra le proteine bersaglio fosforilate dalle cicline-CDK 
ve ne sono alcune localizzate sulla membrana nucleare 
e altre necessarie alla citocinesi e alla riparazione del 
DNA. 


Oncogeni, geni soppressori dei tumori 
e morte cellulare programmata 


I tumori e il cancro sono il risultato di divisioni cellula- 
ri incontrollate. Normalmente la divisione cellulare è re- 
golata da una famiglia di fattori di crescita extracellulari, 
costituita da proteine che inducono le cellule quiescenti 
a dividersi e, in alcuni casi, a differenziarsi. Ne risulta un 
preciso bilanciamento tra la formazione di nuove cellule 
(come le cellule dell’epidermide, che muoiono e vengo- 
no rimpiazzate nel giro di qualche settimana, o i leucoci- 
ti, che vengono rimpiazzati entro pochi giorni) e la distru- 
zione cellulare. Se il bilanciamento viene alterato a cau- 
sa di qualche difetto delle proteine regolatrici, ne risulta 
talora la formazione di un clone di cellule che si dividono 
ripetutamente senza alcuna regolazione (un tumore), fi- 
no a che la loro presenza interferisce con la funzione dei 
tessuti normali: il cancro. La causa diretta è quasi sempre 
un difetto genetico di una o più proteine che regolano la 
divisione cellulare. In alcuni casi il difetto genetico è ere- 
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ditato da uno dei genitori; in altri casi la mutazione inter- 
viene quando un composto tossico presente nell'ambiente 
(un mutageno o un carcinogeno) o una radiazione a eleva- 
ta energia interagiscono col DNA di una singola cellula e la 
danneggiano, introducendovi una mutazione. Nella mag- 
gior parte dei casi esiste sia un contributo ereditario che 
ambientale; inoltre, è necessaria più di una mutazione af- 
finché intervengano una divisione cellulare completamen- 
te incontrollata e una condizione cancerosa. 


e Glioncogeni sono forme mutanti di geni per le proteine 
che regolano il ciclo cellulare 

Gli oncogeni furono individuati per la prima vol- 

ta in virus che causano tumori, e in seguito si sco- 

prì che sono derivati da geni delle cellule anima- 
li ospiti, i proto-oncogeni, che codificano le proteine re- 
golatrici della crescita. Durante un’infezione virale, la se- 
quenza del DNA di un proto-oncogene della cellula ospite 
spesso viene copiata nel genoma virale, dove prolifera in- 
sieme al virus. Durante successive infezioni virali, i proto- 
oncogeni possono diventare difettosi per delezione o per 
mutazione. I virus, al contrario delle cellule animali, non 
possiedono meccanismi efficienti di correzione degli er- 
rori che si verificano durante la duplicazione del DNA, 
quindi accumulano rapidamente le mutazioni. Quando un 
virus che ospita un oncogene infetta una nuova cellula 
ospite, il DNA virale (e l’oncogene) può essere incorpora- 
to nel DNA della cellula ospite stessa, dove interferisce con 
la regolazione della sua divisione. In un processo alterna- 
tivo, di natura non virale, una singola cellula di un tessuto 
esposto a carcinogeni può andare incontro a danno del 
DNA, che rende difettosa una delle proteine regolatrici, 
producendo lo stesso effetto del meccanismo oncogenico: 
l’alterata regolazione della divisione cellulare. 

Le mutazioni prodotte dagli oncogeni sono genetica- 
mente dominanti. Se uno dei due cromosomi contiene un 
gene difettoso, il prodotto genico manda il segnale “divi- 
diti”, e ne risulterà un tumore. Il difetto oncogenico può 
trovarsi in ognuna delle proteine deputate a dare il segna- 
le “dividiti”. Gli oncogeni finora individuati comprendo- 
no quelli che codificano proteine di secrezione, fattori di 
crescita, proteine transmembrana (recettori), proteine ci- 
toplasmatiche (proteine G e proteina chinasi) e fattori di 
trascrizione nucleari che controllano l’espressione di geni 
essenziali per la divisione cellulare (Jun, Fos). 

Alcuni oncogeni codificano recettori di superficie con 
siti di legame per i segnali difettosi o assenti, per cui le lo- 
ro intrinseche attività Tyr chinasiche risultano non rego- 
late. Per esempio, l’oncoproteina ErbB è essenzialmente 
identica al normale recettore del fattore di crescita dell’e- 
pidermide, eccetto che per il dominio amminoterminale 
che normalmente lega l’EGE e che manca nell’ErbB (Fi- 
gura 12.50); di conseguenza, l’oncoproteina ErbB man- 
da il segnale “dividiti” sia che ’EGF sia presente o meno. 
Mutazioni di erbB2, il gene del recettore Tyr chinasico 
associato a ErbB, sono comunemente associate al cancro 
dell’epitelio ghiandolare della mammella, dello stoma- 
co e delle ovaie. (Per una spiegazione dell’uso delle ab- 
breviazioni dei nomi dei geni e dei loro prodotti, vedi il 
Capitolo 25.) 
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Figura 12.50 Recettore per l’EGF difettoso codificato 
dall’oncogene. Il prodotto dell'oncogene erbB (la proteina ErbB) è 
una versione tronca del normale recettore per il fattore di crescita 
dell'epidermide (EGF). Il suo dominio intracellulare ha la struttura 
normalmente attiva indotta dal legame dell'EGF, ma la proteina è 
priva del sito di legame extracellulare per l'EGF. La proteina ErbB, 
non più regolata dall'EGF, invia continuamente il segnale di divisione 
cellulare. 


L'importante ruolo che le proteina chinasi svolgono nei 
processi di trasmissione del segnale nella divisione cellu- 
lare normale o anormale ha fatto sì che esse diventasse- 
ro un bersaglio privilegiato per lo sviluppo di farmaci per 
il trattamento del cancro (Box 12.5). Forme mutanti delle 
proteine G Ras sono frequenti nelle cellule tumorali. Eon- 
cogene ras codifica una proteina con normale attività di 
legame per il GTB, ma senza attività GTPasica. La proteina 
mutante Ras si trova quindi sempre nella sua forma attiva- 
ta (legata al GTP), sia che il segnale arrivi o meno attraver- 
so i recettori normali. Ne risulta una crescita cellulare non 
regolata. Mutazioni nel gene ras sono associate al 30-50% 
dei carcinomi del polmone e del colon, e a più del 90% dei 
carcinomi del pancreas. O 


e Idifettiin alcuni geni rimuovono le normali limitazioni 
esercitate sulla divisione cellulare 

I geni soppressori dei tumori codificano pro- 

teine che normalmente inibiscono la divisione 

cellulare. Una mutazione in uno o più di questi 
geni può causare la formazione di un tumore. Una cresci- 
ta cellulare non controllata dovuta a un difetto dei geni 
soppressori tumorali, al contrario di quella dovuta agli on- 
cogeni, è geneticamente recessiva. I tumori si formano so- 
lo se ambedue i cromosomi della coppia contengono un ge- 
ne difettoso. Ciò accade perché la funzione di questi geni 
è quella di impedire la divisione cellulare e, se una delle 
due copie del gene della proteina è normale, avverrà una 
normale inibizione della divisione cellulare. In un sogget- 
to che eredita una copia normale e una copia difettosa, 
ogni cellula avrà una copia difettosa del gene. Ma se una 
delle 10! cellule somatiche va incontro a mutazione in una 
delle copie nomali del gene, comincerà a crescere un tu- 
more a partire dalla cellula con due copie del gene mutato. 
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Se una cellula si divide in assenza dei normali meccanismi 
di regolazione della crescita, si sviluppa un clone di cellule 
così grande da interferire con le normali funzioni fisiolo- 
giche (Figura 1). Si tratta del cancro, una delle principali 
cause di morte nei paesi sviluppati, in continuo aumento 
anche nei paesi in via di sviluppo. In tutti i tipi di cancro, 
la normale regolazione della divisione cellulare diventa 
difettosa a causa di mutazioni a carico di uno o più geni. Per 
esempio, i geni che codificano proteine che normalmente 
inviano segnali intermittenti per la divisione cellulare pos- 
sono diventare oncogeni, producendo costitutivamente 
proteine segnale attive; oppure geni che codificano pro- 
teine che normalmente inibiscono la divisione cellulare 
(geni soppressori dei tumori) possono mutare e produrre 
proteine che non svolgono più la loro funzione. In molti 
tipi di tumori intervengono ambedue i tipi di mutazione. 
Molti oncogeni e molti geni soppressori di tumori codi- 
ficano proteina chinasi o proteine che agiscono a monte 
delle proteina chinasi. È quindi ragionevole sperare che 
inibitori specifici delle proteina chinasi possano fungere 
da efficaci farmaci antitumorali. Per esempio, una forma 
mutante del recettore per EGF è un recettore Tyr china- 
sico (RTK) costantemente attivo, che quindi segnala che 
la cellula deve dividersi, sia che ’EGF sia presente o meno 
(vedi la Figura 12.50). Nel 30% delle donne portatrici di 
un cancro al seno a carattere invasivo, una mutazione 
del gene per il recettore HER2/neu produce una proteina 
RTK con attività aumentata di circa 100 volte. Un'altra 
proteina RTK, il recettore del fattore di crescita 
dell’endotelio vascolare (VEGFR), deve essere attivata 
per la formazione di nuovi vasi (angiogenesi), al fine di 
fornire al tumore solido l’apporto sanguigno necessario. 
Un inibitore del VEGFR dovrebbe impedire l’apporto di 
nutrienti al tumore. Anche le tirosina chinasi non recet- 
toriali possono mutare, producendo una segnalazione 
costante e una divisione cellulare non regolata. Per esem- 
pio, l’oncogene ADI (dal virus della leucemia di Abelson) 
è associato alla leucemia mieloide acuta, una malattia del 
sangue piuttosto rara (circa 5000 casi all'anno negli Stati 


Figura 1 La divisione non regolata di una singola cellula del 
colon ha prodotto un cancro primario, con metastasi nel fegato. 
Cancri secondari sono visibili come macchie bianche nel fegato 
mostrato nella figura, ottenuto per autopsia. 
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Sviluppo di inibitori della proteina chinasi per il trattamento del cancro 


Uniti). Un altro gruppo di oncogeni codifica proteina chi- 
nasi ciclina-dipendenti non regolate. In ciascuno di questi 
casi, inibitori specifici delle chinasi potrebbero fungere da 
agenti chemioterapici per il trattamento delle sindromi 
tumorali. Non sorprende che oggi si stiano compiendo 
molti sforzi per sviluppare questo tipo di inibitori. Come 
viene affrontato il problema? 

Tutte le proteina chinasi hanno una struttura del sito 
attivo altamente conservata. Tutte hanno in comune le 
caratteristiche strutturali della chinasi prototipo PKA, 
mostrata nella Figura 2: due lobi che racchiudono il sito 
attivo, con un’ansa P che favorisce l'allineamento e il le- 
game dei gruppi fosforici dell'ATP; un’ansa di attivazione 
che si sposta per mettere a disposizione del substrato il sito 
attivo; un’elica C, che cambia posizione a seguito dell’at- 
tivazione dell'enzima, ponendo i residui nella posizione 
appropriata nella tasca di legame del substrato. 

I più semplici inibitori della proteina chinasi sono gli analo- 
ghi del’ ATP che vanno a occupare il sito di legame dell’ATP 
stesso, ma non possono fungere da donatori del gruppo 
fosforico. Sono noti molti analoghi dell'ATP ma il loro uso 
clinico è limitato dalla mancanza di selettività, visto che 
essi inibiscono praticamente tutte le chinasi, producendo 
effetti collaterali inaccettabili. Una maggiore selettività 
può essere ottenuta utilizzando composti che riem- 
piono parte del sito di legame dell’ATP e che allo stesso 
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Figura 2 Caratteristiche conservate del sito attivo delle proteina 
chinasi (PDB ID IS91). I lobi amminoterminale e carbossiterminale 
circondano il sito attivo dell'enzima, in prossimità dell'ansa 
catalitica e del sito dove si lega l’ATP. L'ansa di attivazione di questa 
e di molte altre chinasi va incontro a fosforilazione, e si sposta dal 
sito attivo per esporre la tasca nella zona dove si lega il substrato, 
che nella figura è occupata da uno specifico inibitore dell'enzima, 
il PD318088. L'ansa P è essenziale per il legame dell'ATP, e l'elica C 
deve essere ben allineata perché l’ATP possa legarsi correttamente 
e perché la chinasi possa svolgere la sua attività. 
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tempo interagiscono con porzioni della proteina chinasi 
bersaglio al di fuori del sito di legame. Una terza possibile 
strategia è basata sul fatto che, anche se le conformazioni 
attive di tutte le chinasi sono simili, le loro conformazioni 
inattive non lo sono. Farmaci in grado di riconoscere la 
conformazione inattiva di una specifica proteina chinasi 
e di impedire la sua conversione nella forma attiva po- 
trebbero avere un'elevata specificità di azione. Un quarto 
approccio si basa sull’elevata specificità degli anticorpi. 
Per esempio, gli anticorpi monoclonali (pagina 186) che 
si legano alle porzioni extracellulari delle proteina chinasi 
RTK potrebbero bloccare l’attività chinasica dei recettori, 
impedendone la dimerizzazione o causando la 
loro rimozione dalla superficie cellulare. In al- 
cuni casi, il legame selettivo dell’anticorpo sulla 
superficie delle cellule cancerose può indurre 
il sistema immunitario ad attaccare le cellule. 

La ricerca dei farmaci che esplicano la loro atti- 
vità nei confronti di specifiche proteine chinasi 
ha fornito risultati incoraggianti. Per esempio, 
l’imatinib mesilato (Gleevec; Figura 3a), una 
delle piccole molecole inibitrici, si è rivelato effi- 
cace quasi nel 100% dei casi di leucemia mieloide 
cronica allo stato iniziale. L’erlotinib (Tarceva; 
Figura 3b), che si lega specificamente all’EGFR, 
è efficace contro la forma avanzata di cancro 
del polmone a “cellule non piccole” (NSCLC). 
Poiché molti sistemi di segnalazione della divi- 
sione cellulare coinvolgono più di una proteina 
chinasi, gli inibitori cha agiscono su diverse chi- 
nasi possono essere utilizzati nel trattamento 
del cancro. Il sunitinib (Sutent) e il sorafenib 
(Nexavar) si legano specificamente a diverse 
proteina chinasi, come la VEGFR e la PDGFR.I 
due farmaci vengono utilizzati in clinica rispetti- 
vamente per il trattamento di pazienti portatori 
di tumori stromali gastrointestinali e di tumori 
avanzati del rene. Il trastuzumab (Herceptin), il 
cetuximab (Erbitux) e il bevacizumab (Avastin) 
sono anticorpi monoclonali che si legano specifi- 
camente ai recettori HER2/neu, EGFR e VEGFR, 
rispettivamente. Tutti e tre vengono usati nella 
pratica clinica per la cura di alcuni tipi di cancro. 
La conoscenza dettagliata della struttura che cir- 
conda il sito di legame dell'ATP rende possibile 
progettare farmaci che inibiscono una proteina 
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(c) ATP legato alla CDK2 


Almeno cento altri composti sono attualmente sottoposti 
a sperimentazione preclinica. Alcuni sono stati ottenuti 
da fonti naturali, altri sono stati prodotti per sintesi chi- 
mica. L’indirubina è il componente di un estratto di erbe 
tradizionalmente utilizzato in Cina per la cura di certe 
leucemie. Essa inibisce la CDK2 ela CDK5. Il roscovatino 
(Figura 3d), un’adenina sostituita, ha un anello benzilico 
che lo rende altamente specifico come inibitore della 
CDK2. Poiché centinaia di potenziali farmaci antitumorali 
sono sottoposti a sperimentazione clinica, si può sperare 
che alcuni di essi si riveleranno più efficaci o più specifici 
di quelli attualmente in uso. 
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(d) Roscovatino legato alla CDK2 


chinasi specifica tramite (1) il blocco del sito di 
legame indispensabile dell’ATB oppure (2) l’in- 
terazione con i residui che circondano quel sito 
tipici di quella particolare proteina chinasi. 


Figura 3 Alcuni inibitori delle proteina chinasi oggi nella fase di sperimentazione preclinica, o 
in uso clinico, mostrati nella forma legata alle proteine bersaglio. (a) Limatinib si lega al sito attivo NH 
della chinasi Abl (PDB ID 1IEP) e occupa sia il sito di legame dell'ATP, sia una regione adiacente 

al sito. (b) L'erlotinib si lega al sito attivo dell'EGFR ( PDB ID 1M17). (c), (d) Il roscovatino è un 


inibitore della chinasi ciclina-dipendente CDK2; la figura mostra il normale legame Mg-ATP (c) in 


corrispondenza del sito attivo (PDB ID 1591) e il legame del roscovatino (d), che impedisce il legame 


dell'ATP (PDB ID 2AAL). 
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Mutazioni in ambedue le copie del gene per pRb, p53 0 
p21 produrranno cellule in cui l’inibizione della crescita 
cellulare è assente, e quindi si formerà il tumore. 

Il retinoblastoma si sviluppa nell'infanzia e provoca 
cecità se non si interviene chirurgicamente. Le cellule del 
retinoblastoma hanno due versioni difettose del gene Rb 
(due alleli difettosi). I bambini molto piccoli che svilup- 
pano il retinoblastoma generalmente presentano tumori 
multipli in ambedue gli occhi. Questi bambini hanno ere- 
ditato una copia difettosa del gene Rb, che è presente in 
ogni cellula. Ciascun tumore deriva da una singola cellu- 
la tumorale andata incontro a mutazione nella sua copia 
normale del gene Rb. (Un feto con i due alleli mutanti non 
giunge a termine.) I soggetti con retinoblastoma che supe- 
rano l'infanzia presentano in seguito un’elevata incidenza 
di cancro al polmone, alla prostata e al seno. 

Un’evenienza molto più rara è quella di un soggetto che 
nasce con due copie normali del gene Rb, ma che sviluppa 
due mutazioni indipendenti in ambedue le copie nella stes- 
sa cellula. Alcuni soggetti sviluppano il retinoblastoma ver- 
so la fine dell’infanzia, in genere con un solo tumore in un 
solo occhio. Questi soggetti presumibilmente erano nati con 
due copie normali (alleli) di Rb in ogni cellula, ma ambedue 
gli alleli Rb in una singola cellula della retina sono andati 
incontro a mutazione, provocando così il tumore. All’incir- 
ca dopo i tre anni le cellule della retina cessano di dividersi: 
per questo il retinoblastoma è raro dopo quell’età. 

I geni della stabilità codificano proteine che funziona- 
no nei processi di riparazione dei principali difetti geneti- 
ci, che sono il risultato della replicazione di DNA aberran- 
te, radiazioni ionizzanti, o carcinogeni ambientali. Le mu- 
tazioni in questi geni conducono a un'elevata frequenza 
di danni non riparati (mutazioni) in altri geni, compresi i 
proto-oncogeni e i geni soppressori dei tumori, e quindi al 
cancro. Tra i geni della stabilità vi sono ATM (vedi la Fi- 
gura 12.49); la famiglia dei geni XP, le cui mutazioni pro- 
vocano lo xeroderma pigmentoso; i geni BRCAI1, associa- 
ti ad alcuni tipi di cancro al seno (vedi il Box 25.1). Anche 
le mutazioni del gene per la proteina p53 causano tumori. 
In più del 90% dei carcinomi cutanei a cellule squamose 
(tumori della pelle) e in circa il 50% di tutti gli altri cancri 
dell’uomo il gene p53 è difettoso. Quei soggetti che in ra- 
ri casi ereditano una copia difettosa del gene p53 in genere 
hanno la sindrome cancerosa di Li-Fraumeni, con cancri 
multipli (al seno, cervello, ossa, sangue, polmone e pelle) 
che insorgono con elevata frequenza e nella prima infan- 
zia. La causa dei tumori multipli è la stessa delle mutazioni 
Rb: un soggetto nato con una sola copia difettosa del gene 
p53 in ogni sua cellula somatica ha una probabilità mag- 
giore di acquisire una seconda mutazione del gene p53 in 
più di una cellula durante la vita. 

In sintesi, quindi, tre classi di difetti possono condurre 
allo sviluppo del cancro: gli oncogeni, in cui il difetto può 
essere paragonato al pedale dell’acceleratore di un’automo- 
bile che rimane incastrato mentre l'automobile è in movi- 
mento; i geni soppressori dei tumori mutati, in cui il difet- 
to può essere paragonato a un guasto ai freni; e mutazioni 
dei geni della stabilità, che portano a un danno non ripara- 
to del meccanismo di replicazione cellulare, equivalente a 
una cattiva meccanica dell’automobile. 
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Le mutazioni degli oncogeni e dei geni soppressori 
tumorali non producono un effetto del tipo tutto o nul- 
la. In alcuni tipi di cancro, forse in tutti, il passaggio da 
una cellula normale a una cellula maligna richiede l’ac- 
cumulo di mutazioni (talvolta della durata di decenni), 
nessuna delle quali, da sola, è responsabile dell’effetto 
finale. Per esempio, lo sviluppo del cancro al colon-retto 
passa attraverso stadi ben riconoscibili, associati a una 
mutazione (Figura 12.51). Se una cellula epiteliale del 
colon va incontro a mutazione di ambedue le copie del 
gene soppressore tumorale APC (poliposi adenomatosa 
del colon), comincia a dividersi più velocemente delle 
cellule normali e produce un clone di se stessa, un poli- 
po benigno (adenoma iniziale). Per cause ancora scono- 
sciute, la mutazione APC provoca instabilità cromoso- 
mica, e intere regioni di un cromosoma vengono perse 
o riarrangiate durante la divisione cellulare. L’instabilità 
cromosomica può condurre a un’altra mutazione, in ge- 
nere nel gene ras, che converte il clone in un adenoma 
intermedio. Una terza mutazione (spesso nel gene tumo- 
rale DCC) porta a un adenoma tardivo. Solo quando am- 
bedue le copie del gene p53 diventano difettose, la mas- 
sa cellulare diventa un carcinoma, cioè un tumore ma- 
ligno, a prognosi infausta. Lintera sequenza, quindi, ri- 
chiede almeno sette “passaggi genetici”: due per ciascuno 
dei tre geni soppressori tumorali (APC, DCC e p53) e uno 
nel proto-oncogene ras. È possibile che esistano altre vie 
che conducono al cancro del colon-retto, ma il principio 
che la condizione di piena malignità è il risultato di mu- 
tazioni multiple probabilmente è sempre valido. Se un 
polipo viene individuato allo stadio di adenoma iniziale, 
e le cellule che contengono la prima mutazione vengono 
rimosse chirurgicamente, non si svilupperanno né l’ade- 
noma tardivo, né il cancro; di qui l’importanza di una dia- 
gnosi precoce. Inoltre, le cellule e gli organismi hanno i 
loro sistemi di riconoscimento precoce. Per esempio, le 
proteine ATM e ATR descritte nella Sezione 12.11 posso- 
no individuare danni al DNA troppo estesi per essere ri- 
parati efficacemente. Esse quindi mettono in atto, attra- 
verso una via che utilizza la proteina p53, il processo di 
apoptosi, nel quale una cellula diventata dannosa all’or- 
ganismo distrugge se stessa. 


e  L'apoptosiè un suicidio cellulare programmato 

Molte cellule possono controllare con precisione il mo- 
mento della loro morte attraverso un processo denomina- 
to morte cellulare programmata o apoptosi (dal greco 
“cadere giù”, come le foglie che cadono in autunno). Uno 
dei fattori scatenanti dell’apoptosi è il danno irreparabile 
del DNA. La morte cellulare programmata avviene anche 
durante lo sviluppo dell'embrione, quando alcune cellule 
devono morire per conferire al tessuto o all'organo la for- 
ma finale. La formazione delle dita dagli abbozzi informi 
degli arti richiede la morte programmata in modo preci- 
so delle cellule che si trovano tra le ossa delle dita in via 
di sviluppo. Durante lo sviluppo del nematode C. elegans 
da un uovo fecondato, esattamente 131 cellule (su un to- 
tale di 1090 cellule somatiche dell'embrione) devono an- 
dare incontro a morte programmata perché possa svilup- 
parsi il corpo adulto. 
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Figura 12.51 Transizione a molte tappe di una cellula epiteliale 
normale a cancro del colon-retto. Le mutazioni seriali a carico 

degli oncogeni (in verde) o dei geni che sopprimono il tumore (in 
rosa) portano a un progressivo difetto nel controllo della divisione 
cellulare fino a quando si viene a formare un vero e proprio tumore 
attivo, che a volte può metastatizzare (cioè diffondersi all'esterno del 
sito iniziale raggiungendo altre regioni del corpo). Una mutazione 

a carico del gene MMR porta a riparazioni difettose del DNA e a una 
velocità di mutazione più elevata. Le mutazioni in ambedue le copie 
del gene soppressore tumorale APC producono grappoli di cellule 


epiteliali che si moltiplicano troppo rapidamente (adenoma primario). 


Il prodotto dell'oncogene CDCA, essenziale nella regolazione delle 
chinasi dipendenti dalla ciclina, va incontro a una non corretta 
ubiquitinazione (vedi la Figura 12.47). Gli oncogeni KRAS e BRAF 
codificano le proteine ras e raf (vedi la Figura 12.15), e questa ulteriore 
alterazione della via di segnalazione porta alla formazione di un 
grande adenoma, che può essere individuato con la colonscopia in 
forma di polipo benigno. Le mutazioni oncogeniche che avvengono 
a carico del gene P/3K, che codifica l'enzima fosfoinositide-3 chinasi, o 
a carico del gene PTEN, che invece regola la sintesi di questo enzima, 


L’apoptosi svolge anche dei ruoli in processi diversi 
dallo sviluppo. Quando una cellula in via di sviluppo che 
produce anticorpi genera anticorpi contro una proteina 0 
una glicoproteina normalmente presenti nell'organismo, 
essa va incontro a morte programmata nel timo: questo è 
un meccanismo essenziale per eliminare anticorpi contro 
l'organismo stesso (che sono la causa di molte patologie au- 
toimmuni). Le cellule che mensilmente si staccano dalla 
parete dell’utero (mestruazione) sono un altro esempio di 
apoptosi che media una normale morte cellulare. La cadu- 
ta delle foglie in autunno è il risultato dell’apoptosi di spe- 
cifiche cellule dello stelo. Talvolta il suicidio cellulare non 
è programmato, ma avviene in risposta a situazioni biolo- 
giche che costituiscono un pericolo per il resto dell’orga- 
nismo. Per esempio, una cellula infettata da un virus che 
muore prima che il ciclo infettivo del virus vada a compi- 
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portano a un ulteriore rafforzamento del segnale di proliferazione 
non controllata. Se una cellula presente in uno dei polipi va incontro 
a una seconda mutazione a carico dei geni soppressori del tumore 
come, per esempio, DCC e p53 (vedi la Figura 12.49), la forma di 
aggressività del tumore aumenta. Infine, le mutazioni che avvengono 
a carico di altri geni che sopprimono il tumore, per esempio SMADA, 
portano allo sviluppo di un tumore maligno e, a volte, di un tumore 
metastatico che può diffondersi ad altri tessuti. Un secondo tipo di 
mutazione che può aggiungere altri effetti deleteri è quello che altera 
la produzione o l'azione dei fattori di crescita o dei loro recettori (in 
basso). Le mutazioni a carico di EGFR (recettore del fattore di crescita 
epidermico) o del TGF-f (il fattore di crescita trasformante 3) 
favoriscono una crescita incontrollata allo stesso modo delle 
mutazioni a carico degli enzimi che producono alcune prostaglandine 
(come COX-2, la cicloossigenasi 2; vedi le pagine 863-864) o di 
15-PGDH (15-idrossiprostaglandina deidrogenasi). La maggior 

parte dei tumori maligni che si sviluppano in altri tessuti deriva 
probabilmente da una serie di mutazioni come quelle mostrate nella 
figura, anche se non necessariamente a carico di questi particolari 
geni o nell'ordine qui indicato. 


mento impedisce al virus di diffondersi alle cellule vicine. 
Anche condizioni particolarmente stressanti, come il calo- 
re, l’iperosmolarità, la luce UV e le radiazioni gamma, pos- 
sono innescare il suicidio cellulare: per l'organismo è me- 
glio liberarsi di cellule potenzialmente mutate. 

I meccanismi di regolazione che innescano l’apoptosi 
coinvolgono alcune delle proteine che regolano il ciclo cel- 
lulare. Il segnale per il suicidio spesso viene dall’esterno, 
tramite un recettore presente sulla membrana plasmatica. 
Il fattore di necrosi tumorale (TNF), prodotto dalle cellu- 
le del sistema immunitario, interagisce con le cellule tra- 
mite specifici recettori TNE Questi recettori hanno speci- 
fici siti di legame per il TNF sulla superficie esterna della 
membrana plasmatica e un “dominio di morte” (circa 80 
amminoacidi), che trasferiscono il segnale di autodistru- 
zione attraverso la membrana a proteine citosoliche come 
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la TRADD (TNF receptor-associated death domain, dominio 
di morte associato al recettore per il TNF) (Figura 12.52). 
Un altro recettore, il Fas, possiede un dominio di morte si- 
mile che gli permette di interagire con la proteina citosoli- 
ca FADD (dominio di morte associato a Fas), che attiva la 
proteina citosolica caspasi-8. Questo enzima appartiene a 
una famiglia di proteasi che partecipano al processo apop- 
totico; tutti i membri di questa famiglia di enzimi sono sin- 
tetizzati in forma di proenzimi inattivi, tutti possiedono un 
residuo di Cys essenziale nel sito attivo e tutti idrolizzano 
le loro proteine bersaglio sul lato carbossiterminale di spe- 
cifici residui di Asp (il loro nome, caspasi, deriva appunto 
da questi due residui, Cys e Asp). 

Quando la caspasi-8, l'enzima che dà inizio al processo 
e pertanto detto “iniziatore”, viene attivata da un segnale 
apoptotico generato da FADD, l’enzima va incontro a una 
autoattivazione convertendo il suo proenzima nella forma 
attiva. I mitocondri sono bersagli della caspasi 8 attiva. La 
proteasi causa il rilascio di certe proteine presenti tra la 
membrana interna e la membrana esterna dei mitocondri: 
il citocromo c (Capitolo 19) e alcune caspasi che fungono 
da “effettori”. Il citocromo c si lega alla forma proenzima- 
tica dell'enzima effettore caspasi-9 e ne stimola l’attivazio- 
ne proteolitica. La caspasi-9 attivata a sua volta catalizza la 
distruzione di proteine cellulari, una delle cause principa- 
li della morte cellulare. Uno specifico bersaglio dell’azione 
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Figura 12.52 Eventi iniziali dell’apoptosi.|segnali che scatenano 
l'apoptosi provenienti dall'esterno della cellula (Fas o TNFa) si legano 
a specifici recettori localizzati sulla membrana plasmatica (FasR e 
TNFaR). recettori occupati interagiscono con le proteine citosoliche 
FADD o TRADD attraverso una sequenza di 80 amminoacidi chiamata 
“dominio di morte”, presente su entrambi i recettori, e questi bersagli 
citosolici si attivano. L'attivazione di FADD e di TRADD dà inizio a una 
cascata proteolitica che porta all'apoptosi. FADD e TRADD attivano 

la caspasi-8, che, insieme alla proteina Apaf-1, attiva la caspasi-9, 
innescando l'apoptosi. 


della caspasi 9 è una deossiribonucleasi che diventa attiva. 

Nell’apoptosi i prodotti monomerici della degradazio- 
ne delle proteine e del DNA (amminoacidi e nucleotidi) 
vengono rilasciati tramite un processo controllato, che per- 
mette loro di essere recuperati e riutilizzati dalle cellule vi- 
cine. L’apoptosi, quindi, permette all’organismo di elimina- 
re una cellula non necessaria o potenzialmente cancerosa, 
senza però disperdere i suoi componenti. 


SOMMARIO 12.12 
Oncogeni, geni soppressori dei tumori e morte 
cellulare programmata 

e Gli oncogeni codificano proteine segnale difettose. 
Generando continuamente segnali per la divisione 
cellulare, essi portano alla formazione di tumori. Gli 
oncogeni sono geneticamente dominanti e possono 
codificare fattori di crescita, recettori, proteine G, pro- 
teina chinasi o regolatori della trascrizione con difetti 
funzionali. 

e I geni soppressori dei tumori codificano proteine rego- 
latrici che normalmente inibiscono la divisione cellula- 
re mutazioni in questi geni sono geneticamente reces- 
sive, ma possono portare all’insorgenza di tumori. 

e Il cancro è generalmente il risultato dell'accumulo di 
mutazioni negli oncogeni e nei geni soppressori dei tu- 
mori. 
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e Quando i geni della stabilità che codificano proteine 
necessarie per la riparazione dei danni ai geni stessi su- 
biscono una mutazione, altre mutazioni non vengono 
riparate, comprese le mutazioni dei proto-oncogeni e 
dei geni soppressori dei tumori, che possono provocare 
il cancro. 

L’apoptosi è la morte cellulare programmata e con- 
trollata che avviene durante il normale sviluppo e l’età 
adulta per eliminare le cellule non più necessarie, dan- 
neggiate o infettate. L’apoptosi può essere innescata da 
segnali extracellulari come il TNE che agisce interagen- 
do con recettori presenti sulla membrana plasmatica. 
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FI Problemi 


1. 


Esperimenti sugli ormoni condotti utilizzando 

estratti cellulari. Negli anni ’50 Earl W. Sutherland Jr. 

e i suoi collaboratori condussero esperimenti pionieri- 

stici intesi a chiarire il meccanismo d’azione dell’adre- 

nalina e del glucagone. Sulla base di quanto avete ap- 
preso in questo capitolo sull'azione degli ormoni, in- 
terpretate ciascuno dei seguenti esperimenti descritti. 

Identificate la sostanza X e commentate i risultati. 

(a) L'aggiunta di adrenalina a un omogenato di fegato 
normale provocava un aumento dell’attività della 
glicogeno fosforilasi. Se l’omogenato veniva prima 
centrifugato a elevata velocità e l'adrenalina veni- 
va poi aggiunta al sopranatante limpido che con- 
teneva la fosforilasi, non si osservava un aumento 
dell'attività enzimatica. 

(b) Se la frazione particolata ottenuta dalla centrifuga- 
zione in (a) veniva trattata con adrenalina, veniva 
prodotta una sostanza X, che fu poi isolata e purifi- 
cata. Al contrario dell’adrenalina, la sostanza X atti- 
vava la glicogeno fosforilasi se aggiunta al soprana- 
tante limpido ottenuto per centrifugazione dell’omo- 
genato cellulare. 

(c) La sostanza X era stabile al calore; cioè se scaldata 
a temperature elevate non perdeva la sua capacità 
di attivare la fosforilasi. (Suggerimento: X potreb- 
be essere una proteina?) La sostanza X era quasi 
identica a un composto che si otteneva quando 
V’ATP veniva trattato con idrossido di bario. (La 
Figura 8.6 potrà essere di aiuto). 

Confronto tra gli effetti del dibutirril CAMP e quel- 
li del CAMP sulle cellule intere. Gli effetti fisiologici 
dell’adrenalina sulle cellule bersaglio in linea di prin- 
cipio dovrebbero essere comparabili a quelli derivati 
all’aggiunta del cAMP In pratica, l'aggiunta del CAMP 
alle cellule bersaglio determina una risposta fisiologi- 
ca minima. Perché? Però, se si aggiunge alle cellule ber- 
saglio un derivato strutturalmente simile, il dibutirril 
cAMP (mostrato di seguito), si osserva una risposta fi- 
siologica normale. Spiegate come mai i due composti 
danno risultati così diversi. Il dibutirril cAMP viene 
ampiamente usato per studiare le funzioni fisiologi- 
che del cAMP. 


lo) 
N 
C— (CHy),CH;y 


| 


I 
207 (CHa):CHs 
(0) 


; Dibutitirril CAMP 
(N 0° -Dibutirril adenosina 3‘,5'-monofosfato ciclico) 


3. 
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Effetto della tossina colerica sull’adenilil ci- 

clasi. Il batterio gram-negativo Vibrio cholerae 
produce una proteina, la tossina colerica (M, 90 000), 
responsabile dei sintomi caratteristici del colera: per- 
dita di acqua e di Na* attraverso una diarrea continua 
e debilitante. Se l'organismo non viene rifornito di ac- 
qua e Na*, si va incontro a una disidratazione che può 
portare alla morte. Quando la tossina del colera arriva 
nel tratto intestinale dell’uomo, si lega saldamente a si- 
ti specifici sulla superficie delle cellule epiteliali che 
rivestono l’intestino tenue, causando un aumento 
dell’attività adenilil ciclasica e un’attivazione prolun- 
gata (ore o giorni). 

(a) Qual è l’effetto della tossina colerica sulla [CAMP] 
delle cellule intestinali? 

(b) Basandovi sulle informazioni fornite sopra, sugge- 
rite quali possono essere le funzioni normali del 
cAMP nelle cellule epiteliali dell’intestino. 

(c) Suggerite un possibile trattamento del colera. 

Mutazioni nella PKA. Spiegate come mutazioni nella 

subunità Ro C della proteina chinasi cAMP-dipenden- 

te (PKA) possano portare (a) a una costante attivazio- 
ne o (b) a una costante inattivazione della PKA. 
Effetti terapeutici dell’albuterolo. I sintomi 
respiratori dell'asma derivano da una costrizio- 

ne dei bronchi e dei bronchioli dei polmoni causata da 
una contrazione del muscolo liscio della loro parete. 
Questa costrizione può essere rilasciata aumentando 
la concentrazione di cAMP nel muscolo liscio. Spiega- 
te gli effetti terapeutici dell’albuterolo, un agonista 
B-adrenergico assunto (per inalazione) dagli asmatici. 
Quali potrebbero essere gli effetti collaterali di questo 
farmaco? Si potrebbe progettare un altro farmaco che 
non presenti questi effetti? 
Terminazione dei segnali ormonali. I segnali tra- 
sportati dagli ormoni devono essere bloccati rapida- 
mente. Descrivete i diversi meccanismi per la termi- 
nazione del segnale. 
Utilizzo della tecnica FRET per esplorare l’intera- 
zione proteina-proteina in vivo. La Figura 12.8 mo- 
stra l'interazione tra la f-arrestina e il recettore B-adre- 
nergico. Come si potrebbe utilizzare la tecnica FRET 
(vedi il Box 12.3) per dimostrare l'interazione nella cel- 
lula vivente? Quali proteine si potrebbero unire? Quale 
lunghezza d’onda si dovrebbe usare per illuminare le 
cellule, e quale per effettuare le misure? Che cosa ci si 
potrebbe aspettare se l'interazione avvenisse? E se non 
avvenisse? Come si potrebbe spiegare un eventuale fal- 
limento dell’applicazione della tecnica che si rivelasse 
inadeguata a evidenziare l’interazione? 
Iniezione di EGTA. PEGTA, acido etilene glicol-bis 
(B-amminoetil etere)-N, N, N°, N'-tetracetico, è un agen- 
te chelante con elevata affinità e specificità per il 
Ca?*. Microiniettando in una cellula una certa quan- 
tità di un’appropriata soluzione di Ca°*-EGTA si pos- 
sono impedire aumenti della concentrazione di cal- 
cio al di sopra di 10” m. Come verrà modificata la ri- 
sposta di una cellula alla vasopressina (vedi la Tabel- 
la 12.4) da una microiniezione di EGTA? E la rispo- 
sta al glucagone? 
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9. Amplificazione dei segnali ormonali. Descrivete tut- 


te le fonti di amplificazione del sistema del recettore 
dell’insulina. 


10. Mutazioni nel gene ras. Come fa una mutazione nel 


gene ras che determina una proteina Ras priva di attivi- 
tà GTPasica a modificare la risposta della cellula all’in- 
sulina? 


11. Differenze tra proteine G. Confrontate la proteina G 


tipo G,, che agisce nella trasduzione del segnale che trae 
origine dal recettore B-adrenergico, e la proteina Ras. 
Quali proprietà hanno in comune? In che cosa differi- 
scono? Quali sono le differenze funzionali tra G, e G;? 


12. Meccanismi di regolazione delle proteina chinasi. 


Identificate otto tipi di proteina chinasi presenti nelle 
cellule eucariotiche e stabilite quali fattori sono diret- 
tamente impegnati nell’attivazione di queste chinasi. 


13. Analoghi del GTP non idrolizzabili. Molti enzimi 


idrolizzano il GTP tra il gruppo fosfato ft} e il gruppo fo- 
sfato y. analogo del GTP p,y-immidoguanosina 5'-tri- 
fosfato Gpp(NH)p, mostrato di seguito, non può esse- 
re idrolizzato tra i due gruppi fosfato terminali p e y. 
Prevedete l’effetto di una microiniezione di Gpp(NH) 
pin un miocita sulla risposta della cellula alla stimola- 
zione B-adrenergica. 


O O o H2N 
I H | [ 
—O— PN P O—-P_0—CH,_- 
0 Oo° 0° 
Gpp(NH)p 


(B,y-Immidoguanosina 5'-trifosfato) 


14. Utilizzo di una tossina per purificare una protei- 


na canale. L’a-bungarotossina è una potente tossina 
presente nel veleno di un serpente (Bungarus multi- 
cinctus); si lega con elevata specificità al recettore 
dell’acetilcolina (AChR) e impedisce l'apertura del ca- 
nale. L’interazione tra il recettore e la tossina è stata 
sfruttata per purificare ’AChR dall’organo elettrico del 
pesce torpedo. 

(a) Proponete una strategia mirata a utilizzare l’a-bun- 
garotossina covalentemente legata a un supporto 
cromatografico per purificare la proteina AChR. 
(Suggerimento: vedi la Figura 3.17c.) 

(b) Proponete una strategia atta a utilizzare la [!*I]a- 
bungarotossina per purificare la proteina AChR. 


15. Potenziale di membrana a riposo. Una varietà di in- 


vertebrati insoliti, compresi molluschi giganti, mitili e 
vermi, vive nelle bocche idrotermali sul fondo dell’o- 
ceano, dove la temperatura è di 60 °C. 

(a) Il muscolo adduttore di un mollusco gigante che 
vive nelle profondità marine ha un potenziale di 
membrana a riposo di —95 mV. Data la composizio- 
ne ionica intracellulare ed extracellulare mostrata 
nella tabella seguente, potete prevedere questo po- 
tenziale di membrana? Perché sì o perché no? 
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Concentrazione (mm) 


Ione Intracellulare —Extracellulare 
Na* 50 440 
K* 400 20 
CI 21 560 
Cat* 0,4 10 


(b) Supponete che la membrana del muscolo addutto- 
re sia permeabile solo a uno degli ioni elencati so- 
pra. Quale ione potrebbe determinare il valore di 
Va? 


16. Potenziali di membrana nelle uova di rana. La fecon- 


dazione di un oocita di rana con una cellula spermatica 
innesca modificazioni ioniche simili a quelle osservate 
nei neuroni (durante il movimento di un potenziale d’a- 
zione) e dà inizio al processo che porta alla divisione cel- 
lulare e allo sviluppo dell'embrione. Gli oociti possono 
essere stimolati a dividersi senza fecondazione sospen- 
dendoli in KCI 80 mm (l’acqua di uno stagno normale 
contiene KCI a una concentrazione di 9 mw). 

(a) Calcolate di quanto la variazione extracellulare di 
[KCI] cambi il potenziale di membrana a riposo 
dell’oocita. (Suggerimento: supponete che l’oocita 
contenga 120 mm K* e che sia permeabile solo al K*.) 
Ipotizzate una temperatura di 20 °C. 

(b) Quando l’esperimento è ripetuto in acqua priva di 
ioni calcio, la concentrazione elevata di KC] non ha 
alcun effetto. Che cosa vi suggerisce questo circa il 
meccanismo con cui il potassio induce il suo effetto? 


17. Eccitazione innescata dall’iperpolarizzazione. Nel- 


la maggior parte dei neuroni, la depolarizzazione della 
membrana determina l’apertura di canali ionici con- 
trollati dal voltaggio, la generazione di un potenziale 
d’azione e infine un afflusso di ioni calcio, che causano 
il rilascio di un neurotrasmettitore a livello della termi- 
nazione dell’assone. Indicate una strategia cellulare at- 
traverso cui l’iperpolarizzazione in una cellula a baston- 
cello produca un’eccitazione nella via di trasduzione 
di stimoli visivi e invii un segnale al cervello. [Suggeri- 
mento: negli organismi superiori le vie che trasferisco- 
no segnali sono costituite da una serie di neuroni che 
distribuiscono informazioni al cervello (vedi la Figura 
12.36). Il segnale rilasciato da un neurone può essere 
eccitatorio o inibitorio per il neurone postsinaptico.] 


3. “Canalopatie” genetiche. Esistono molti disor- 


dini genetici dovuti a difetti nei canali ionici. Per 
ognuno dei casi elencati, spiegate come il difetto mo- 
lecolare possa provocare i sintomi descritti. 

(a) Una mutazione con perdita di funzione nel gene 
che codifica la subunità a del canale per cationi 
controllato dal cGMP dei coni della retina provoca 
la completa incapacità di distinguere i colori. 

(b) Gli alleli con perdita di funzione del gene che co- 
difica la subunità a del canale del K* controllato 
dall’ATP mostrato nella Figura 23.28 portano a una 
condizione nota come iperinsulinismo congenito 
(elevati e persistenti livelli di insulina nel sangue). 

(c) Mutazioni a livello della subunità p del canale del 
K°* controllato dall’ATP che impediscono il legame 
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dell'ATP provocano il diabete neonatale (elevati e 
persistenti livelli di insulina nel sangue dei neonati). 


19.%:@ Desensibilizzazione visiva. La malattia di Ogu- 


chi è una forma di cecità notturna ereditabile. 
Gli individui affetti da questa malattia sono lenti nel 
recuperare la visione dopo essere stati colpiti da un 
raggio di luce brillante su un fondo scuro, come la luce 
dei fari di un'automobile in una strada di notte. Sugge- 
rite quale potrebbe essere il difetto (o i difetti) nella 
malattia di Oguchi. Spiegate in termini molecolari per- 
ché questo difetto porta a cecità notturna. 


20. Effetto di un analogo del cGMP permeabile sui ba- 


stoncelli. Un analogo del cGMP, l’8-Br-cGMP attraver- 
sa la membrana cellulare, viene degradato lentamen- 
te dai bastoncelli e, al pari del c(GMP è in grado di pro- 
vocare l'apertura dei canali del segmento esterno dei 
bastoncelli. Se sospendeste i bastoncelli in una solu- 
zione tamponata contenente una concentrazione re- 
lativamente elevata di 8-Br-cGMB e poi illuminaste e 
contemporaneamente misuraste il loro potenziale di 
membrana, che cosa potreste osservare? 


21.Sensazione di caldo e di freddo. Le sensazioni di 


caldo e di freddo sono trasmesse da un gruppo di ca- 

nali cationici controllati dalla temperatura. Per esem- 

pio, TRPV1, TRPV3 e TRPM8 sono generalmente chiu- 

si, ma si aprono nelle seguenti condizioni: TRPVI1 a 

temperature = 43 °C; TRPV3 a temperature = 33 °C; 

e TRPM8 a temperature < 25 °C. Questi canali sono 

espressi nei neuroni sensori responsabili della sensibi- 

lità alla temperatura. 

(a) Proponete un ragionevole modello che spieghi co- 
me l’esposizione di un neurone contenente TRPV1 
a una temperatura elevata provochi una sensazione 
di caldo. 

(b) La capsaicina, uno dei composti presenti nel pepe- 
roncino, è un agonista del canale TRPVI1. Questa so- 
stanza produce un’attivazione del 50% alla concen- 
trazione di 32 nm (cioè ha una EC = 32 nm). Spie- 
gate come mai una piccola quantità di peperoncino 
può dare un’intensa sensazione di bruciore, senza 
provocare ustioni. 

(c) Il mentolo, uno dei composti presenti nella menta, è 
un agonista del TRPM8 (EC; = 30 pw) e del TRPV3 
(EC5o = 20 mm). Quale sensazione provereste al con- 
tatto con bassi livelli di mentolo? E al contatto con 
alti livelli? 


22.2 Oncogeni, geni soppressori dei tumori e tu- 


mori. Per ciascuna delle seguenti situazioni, da- 
te una possibile spiegazione di come si potrebbe veri- 
ficare una divisione cellulare non controllata. 

(a) Le cellule del cancro del colon spesso contengo- 
no mutazioni nel gene che codifica il recettore del- 
la prostaglandina E;. PGE; è un fattore di crescita 
necessario alla divisione delle cellule del tratto ga- 
strointestinale. 

(b) Il sarcoma di Kaposi, un comune tumore frequen- 
te nei malati di AIDS non curati, è causato da un 
virus portatore di un gene per una proteina simile 
ai recettori CXCR1 e CXCR2. Le chemiochine sono 
specifici fattori di crescita. 


(c) Eadenovirus, un virus tumorale, possiede un gene 
per la proteina E1A che si lega alla proteina pRb 
del retinoblastoma. (Suggerimento: vedi la Figura 
12.49.) 

(d) Una caratteristica importante di molti oncogeni e 
geni soppressori dei tumori è la loro specificità nei 
riguardi dei vari tipi cellulari. Per esempio, muta- 
zioni nel recettore della PGE; non si trovano nei tu- 
mori polmonari. È possibile trovare una spiegazio- 
ne a questa osservazione? (Si noti che PGE; agisce 
attraverso un GPCR presente nella membrana pla- 
smatica.) 


23. Mutazioni nei geni soppressori dei tumori e negli 


oncogeni. Spiegate perché le mutazioni nei geni sop- 
pressori dei tumori sono recessive (entrambe le copie 
del gene devono essere difettose perché sia difettosa 
anche la regolazione della divisione cellulare), men- 
tre quelle negli oncogeni sono dominanti. 


24. Il retinoblastoma nei bambini. Spiegate per- 


ché alcuni bambini affetti da retinoblastoma svi- 
luppano una molteplicità di tumori in entrambi gli oc- 
chi, mentre altri hanno un singolo tumore e solo in un 
occhio. 


25. Specificità di un segnale per un singolo tipo di cel- 


lula. Discutete la validità della seguente proposizione. 
Una molecola segnale (ormone, fattore di crescita 0 
neurotrasmettitore) innesca risposte identiche in ber- 
sagli cellulari diversi se questi contengono gli stessi re- 
cettori. 


=N Problema sull'analisi dei dati 
ila= 


26. Uno studio sulla sensazione gustativa del topo. La 


Figura 12.42 mostra la via di trasduzione del segnale 
per il sapore dolce nei mammiferi. Il sapore dolce è un 
adattamento evolutivo per incoraggiare gli animali a 
consumare cibi nutrienti. Zhao e collaboratori (2003) 
hanno esaminato le due principali sensazioni gustative: 
il dolce e l’umami. L’umami è un sapore ben distinto 
(detto “insaporitore”) dovuto a particolari amminoaci- 
di, come l’aspartato o il glutammato, e probabilmente 
incoraggia gli animali a consumare cibi ricchi di pro- 
teine. Il glutammato monosodico (MSG) è un additivo 
che intensifica il sapore. 

Quando l’articolo fu pubblicato, erano stati condotti 
tentativi per caratterizzare specifici recettori proteici 
(denominati SR; vedi la Figura 12.42) per il sapore dol- 
ce e per il sapore umami. Tre di queste proteine erano 
note, la TIR1, la TIR2 e la TIR3; esse funzionano sotto 
forma di complessi recettoriali eterodimerici. Il com- 
plesso TIR1-T1R3 è stato identificato come il possibile 
recettore dell’umami, mentre il complesso T1R2-T1R3 
come il recettore per il sapore dolce. Non era stato an- 
cora chiarito come la sensazione gustativa venisse codi- 
ficata e trasmessa al cervello ed erano stati suggeriti due 
modelli. Nel modello cellulare, singole cellule gustative 
esprimono un solo tipo di recettore, cioè esistono “cel- 
lule dolci”, “cellule amare”, “cellule umami?” e così via, e 
ogni tipo di cellula manda le sue informazioni al cervel- 
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lo attraverso nervi diversi. Il cervello “riconosce” quale 
gusto è stato trasmesso dalla natura della fibra nervosa 
che trasmette il messaggio. Nel modello recettoriale, le 
singole cellule gustative hanno diversi tipi di recettori 
e mandano diversi messaggi lungo la stessa fibra ner- 
vosa al cervello. Il tipo di messaggio dipende da quale 
recettore è stato attivato. A quel tempo non era chiaro 
se ci fosse una qualche interazione tra le diverse sen- 
sazioni gustative o se una parte di un sistema gustativo 
fosse necessaria per altre sensazioni gustative. 

(a) Lavori precedenti avevano dimostrato che differen- 
ti proteine recettoriali gustative sono espresse in 
cellule gustative che rispondono a sapori diversi. 
Con quale modello sono in accordo queste osser- 
vazioni? Spiegate la risposta. 

Zhao e collaboratori hanno sviluppato una serie di topi 
“knockout”, cioè topi omozigoti per la perdita di fun- 
zione di una delle tre proteine recettoriali TIR1, TIR2 
o T1R3, e topi “doppio knockout”, cioè con entrambi 
i recettori TIR2 e T1R3 non funzionanti. I ricercato- 
ri hanno misurato la percezione gustativa di questi to- 
pi, determinando la frequenza con cui essi leccavano 
soluzioni contenenti molecole dal sapore differente. I 
topi leccano il foro di una bottiglia contenente una so- 
luzione dal sapore piacevole con maggior frequenza di 
una contenente una soluzione dal sapore spiacevole. I 
ricercatori hanno misurato le frequenze relative delle 
leccate: quanto spesso i topi leccavano la soluzione in 
esame rispetto all'acqua. Una frequenza delle leccate 
pari a 1 indicava nessuna preferenza; < 1, avversione; 
> 1, preferenza. 

(b) Tutti e quattro i ceppi knockout davano una stessa 
risposta al salato e all’amaro rispetto al ceppo sel- 
vatico. Con quale modello è in accordo questa os- 
servazione? Quali sono le conclusioni che si posso- 
no trarre? 

I ricercatori hanno quindi studiato la recettività al gu- 
sto umami misurando la frequenza relativa delle lecca- 
te dei differenti ceppi di topi in funzione di differenti 
quantità di MSG nelle soluzioni con cui venivano ali- 
mentati. Si noti che le soluzioni contenevano anche l’i- 
nosina monofosfato (IMP), un forte potenziatore della 
recettività al gusto umami (e un comune ingrediente 
della zuppa ramen, insieme con l'VMSG), e l’ameloride, 
che sopprime il piacevole gusto di salato dato dal sodio 
dell’MSG. I risultati sono mostrati nel grafico. 


N 
(>) 


Ceppo selvatico 


Frequenza relativa delle leccate 
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Biosegnalazione 


(c) Questi dati sono in accordo con l'ipotesi che il re- 
cettore per il gusto umami sia costituito da un ete- 
rodimero di TIR1 e T1R3? Perché? 

(d) Quale modello (o quali modelli) è in accordo con 
questi dati? Commentate la risposta. 

Zhao e collaboratori hanno poi condotto una serie di 

esperimenti simili usando il saccarosio come sapore 

dolce. I risultati sono riportati qui di seguito. 


DN 
(©) 
] 


Ceppo selvatico 
e topi TIR1 knockou 


Topi doppio knockout 


T1R2 e TIR3 e TIRE 


knockout 
Topi TIR3 
knockout 


1 100 
Saccarosio (mM) 


1000 


(e) Questi dati sono in accordo con l'ipotesi che il recet- 
tore per il gusto del dolce sia costituito da un etero- 
dimero di T1R2 e T1R3? Perché? 

(f) Sono state osservate risposte impreviste a elevate 
concentrazioni di saccarosio. In che modo queste 
osservazioni complicano l’idea del sistema eterodi- 
merico? 

Oltre agli zuccheri, l’uomo avverte come dolci anche 
altri composti (per esempio il peptide monellina e l’a- 
spartame); i topi invece no. Zhao e collaboratori han- 
no allora inserito nei topi knockout per T1R2 una copia 
del gene umano T1R2 sotto il controllo del promotore 
T1R2 del topo. Questi topi identificavano la monellina 
e la saccarina come dolcificanti. I ricercatori andaro- 
no ancora oltre. Essi aggiunsero ai topi TIR1 knockout 
il recettore per l’oppiaceo sintetico spiradolina colle- 
gato alla proteina RASSL (una proteina G). Il gene di 
RASSL era sotto il controllo di un promotore che pote- 
va rispondere alla tetraciclina aggiunta al cibo. Questi 
topi non preferivano la spiradolina in assenza di tetra- 
ciclina; in presenza di tetraciclina questi topi mostra- 
vano una forte preferenza per concentrazioni nanomo- 
lari di spiradolina. 

(g) Perché questi risultati sono in accordo con le con- 
clusioni di Zhao e collaboratori sul meccanismo 
della percezione gustativa? 
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nata a cui cooperano molti sistemi multienzimatici (vie 

metaboliche) per adempiere quattro funzioni: (1) otte- 
nere energia chimica dall'ambiente catturando luce so- 
lare o degradando sostanze nutrienti ricche di energia; 
(2) convertire le molecole delle sostanze nutrienti nelle 
molecole caratteristiche della cellula stessa, compresi i pre- 
cursori delle macromolecole; (3) polimerizzare precurso- 
ri monomerici in macromolecole formando proteine, aci- 
di nucleici e polisaccaridi; (4) sintetizzare e degradare le 
biomolecole necessarie per le funzioni specializzate della 
cellula, come per esempio lipidi di membrana, messagge- 
ri intracellulari e pigmenti. 

Anche se il metabolismo comprende centinaia di dif- 
ferenti reazioni catalizzate da enzimi, il nostro principa- 
le interesse nella Parte 2 sarà soprattutto rivolto alle vie 
centrali del metabolismo, che sono relativamente poche 
e molto simili in tutte le forme di vita. È possibile divide- 
re gli organismi viventi in due grandi gruppi in base alla 
forma chimica da cui ricavano atomi di carbonio dall’am- 
biente. Gli autotrofi (come i batteri fotosintetici, le alghe 
verdi e le piante vascolari) possono usare l'anidride car- 
bonica dell’atmosfera come unica fonte di atomi di carbo- 
nio, con cui poi costruiscono tutte le loro biomolecole or- 
ganiche (vedi la Figura 1.5). Alcuni organismi autotrofi, 
come i cianobatteri, possono usare anche l’azoto atmosfe- 


| 1 metabolismo è un’attività cellulare altamente coordi- 


rico per produrre i composti azotati di cui hanno bisogno. 
Gli eterotrofi non possono utilizzare l'anidride carboni- 
ca e devono ottenere gli atomi di carbonio dall’ambien- 
te sotto forma di molecole organiche relativamente com- 
plesse, come il glucosio. Le cellule degli animali superiori 
e della maggior parte dei microrganismi sono eterotrofe. 
Gli organismi autotrofi sono relativamente autosufficien- 
ti, mentre quelli eterotrofi, data la loro necessità di otte- 
nere carbonio in forme complesse, dipendono dai prodot- 
ti di altri organismi. 

Molti organismi autotrofi sono fotosintetici e ricavano 
l'energia di cui hanno bisogno dalla luce solare, mentre le 
cellule eterotrofe ricavano l'energia dalla degradazione 
delle molecole organiche prodotte dagli autotrofi. Nella 
nostra biosfera gli organismi autotrofi ed eterotrofi con- 
vivono in un grande ciclo interdipendente, in cui gli au- 
totrofi utilizzano CO; dell’atmosfera per costruire le loro 
molecole organiche; in questo processo alcuni generano 
ossigeno dall’acqua. Gli eterotrofi a loro volta usano come 
nutrienti i prodotti organici degli autotrofi e rimandano 
CO; nell'atmosfera. Alcune delle reazioni di ossidazione 
che producono CO; consumano anche ossigeno, conver- 
tendolo in acqua. Quindi il carbonio, l'ossigeno e l’acqua 
sono riciclati costantemente tra i mondi autotrofo ed ete- 
rotrofo; in ultima analisi è l'energia solare la forza trainan- 
te di tutto questo processo (Figura 1). 

Tutti gli organismi viventi hanno anche bisogno di una 
fonte di atomi di azoto, elemento necessario per la sinte- 


Figura 1 Il continuo riciclo di anidride 
carbonica e di ossigeno tra i domini autotrofi 
(fotosintetici) ed eterotrofi della biosfera. 

Il flusso della materia nel ciclo è enorme: nella 
biosfera vengono riciclate annualmente circa 

4 X 10!" tonnellate di carbonio. 
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si degli amminoacidi, dei nucleotidi e di altri tipi di com- 
posti. Le piante e i batteri in genere sono in grado di sfrut- 
tare come fonte di azoto l’ammoniaca o i nitrati solubili, 
mentre i vertebrati devono ottenere l’azoto sotto forma di 
amminoacidi o altri composti azotati. Soltanto pochi or- 
ganismi - i cianobatteri e poche specie di batteri del suo- 
lo che vivono in simbiosi sulle radici di certe piante - sono 
in grado di trasformare (fissare) l'azoto atmosferico (N) 
in ammoniaca. Altri organismi microbici (i batteri nitrifi- 
canti) ossidano l’ammoniaca a nitriti e nitrati; altri ancora 
convertono il nitrato in N,. I batteri denitrificanti conver- 
tono l’ammoniaca e il nitrito in N; (azoto gassoso). Quin- 
di, oltre al ciclo globale del carbonio e dell’ossigeno, nel- 
la biosfera opera anche un ciclo dell’azoto, in cui grandi 
quantità di questo gas vengono continuamente utilizza- 
te e riciclate (Figura 2). I cicli del carbonio, dell’ossigeno 
e dell’azoto che interessano molte specie di organismi vi- 
venti dipendono da un corretto equilibrio tra l’attività dei 
produttori (gli autotrofi) e dei consumatori (gli eterotro- 
fi) presenti nella biosfera. 

Questi grandi cicli di materia sono spinti da un enor- 
me flusso di energia attraverso la biosfera, partendo dalla 
cattura della luce solare a opera degli organismi fotosin- 
tetici e dal suo utilizzo per produrre carboidrati, cioè mo- 
lecole ricche di energia, e altre sostanze nutrienti. Queste 
ultime vengono poi usate dagli organismi eterotrofi. Nei 
processi metabolici e in tutte le trasformazioni energeti- 
che vi è la perdita di una parte di energia utile (energia li- 
bera), insieme a un inevitabile aumento della quantità di 
energia non utilizzabile (calore o entropia). Al contrario 
dei cicli di materia, l'energia fluisce nella biosfera in una 
sola direzione; gli organismi viventi non possono rigenera- 
re energia utile dall’energia dissipata sotto forma di calore 
ed entropia. Il carbonio, l'ossigeno e l'azoto sono sottoposti 
a un continuo riciclo, mentre l’energia viene costantemen- 
te trasformata in forme non più utilizzabili, come il calore. 

Il metabolismo, la somma di tutte le trasformazioni 
chimiche che avvengono in una cellula o in un organismo, 
opera attraverso una serie di reazioni catalizzate da enzimi 
che costituiscono le vie metaboliche. Ognuna delle tappe 
di una di queste vie produce una piccola ma specifica mo- 
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Figura 2 Il ciclo dell'azoto nella biosfera. L'azoto gassoso (N) 
rappresenta l'80% dell'atmosfera terrestre. 
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dificazione chimica, di solito la rimozione, il trasferimento 
o l'aggiunta di uno specifico atomo o di un gruppo funzio- 
nale. In queste successioni di tappe, le vie metaboliche, le 
molecole di precursore vengono convertite in prodotti at- 
traverso una serie di intermedi metabolici chiamati meta- 
boliti. Il termine metabolismo intermedio viene spesso 
usato per indicare tutte le attività di quelle vie metaboli- 
che che interconvertono precursori, metaboliti e prodotti 
con una massa molecolare relativamente bassa (general- 
mente con M, < 1000). 

Il catabolismo è la fase degradativa del metabolismo, 
in cui le molecole organiche dei nutrienti (carboidrati, 
grassi e proteine) vengono convertite in prodotti finali più 
semplici (per esempio acido lattico, CO, NH). Le vie ca- 
taboliche rilasciano energia, parte della quale viene con- 
servata mediante la produzione di ATP e di trasportatori 
di elettroni in forma ridotta (NADH, NADPH e FADH)); 
la parte rimanente viene rilasciata sotto forma di calore. 
Nell’anabolismo, chiamato anche biosintesi, i precurso- 
ri semplici vengono uniti tra loro per costruire moleco- 
le complesse più grandi come i lipidi, i polisaccaridi, le 
proteine e gli acidi nucleici. Le reazioni anaboliche han- 
no bisogno di un rifornimento di energia, in genere sotto 
forma del potenziale di trasferimento del gruppo fosfo- 
rico dell’ATP e del potere riducente di NADH, NADPH e 
FADH; (Figura 3). 

Le vie metaboliche possono essere lineari o ramificate, 
generando prodotti finali diversi a partire da un unico pre- 
cursore, oppure convertendo diversi materiali di partenza 
in un singolo prodotto finale. In genere, le vie cataboliche 
sono convergenti, mentre le vie anaboliche sono divergen- 
ti (Figura 4). Alcune vie sono cicliche: una delle molecole 
di partenza della via viene rigenerata in una serie di rea- 
zioni che convertono un’altra molecola di partenza in un 
prodotto finale. Vedremo esempi di ciascuno di questi ti- 
pi di vie metaboliche nei capitoli seguenti. 

La maggior parte delle cellule degli organismi ha un 
patrimonio di enzimi in grado di catalizzare sia la degrada- 
zione sia la sintesi di certi composti (per esempio gli acidi 
grassi). La sintesi e la degradazione simultanea degli acidi 
grassi sarebbero uno spreco, che viene invece evitato me- 
diante la regolazione separata delle sequenze di reazioni 
cataboliche e anaboliche; quando una sta operando, l’altra 
è bloccata. Questo tipo di regolazione non potrebbe avere 
luogo se le vie anaboliche e cataboliche fossero catalizza- 
te dallo stesso gruppo di enzimi che funzionassero in una 
direzione per l’anabolismo e nell’altra per il catabolismo: 
l’inibizione di un enzima coinvolto nel catabolismo por- 
terebbe all’inibizione della sequenza di reazioni nella di- 
rezione dell’anabolismo. Le vie anaboliche e cataboliche 
che hanno in comune gli stessi composti di partenza o gli 
stessi prodotti finali (per esempio, glucosio + + piruva- 
to e piruvato > + glucosio) possono avere molti enzimi 
in comune, ma almeno una delle tappe deve essere cata- 
lizzata da enzimi diversi nella direzione anabolica e nella 
direzione catabolica; questi enzimi sono sottoposti a una 
regolazione separata. Inoltre, per rendere irreversibili le 
vie anaboliche e cataboliche è necessario che in ogni dire- 
zione esista almeno una reazione termodinamicamente fa- 
vorita in un senso e quindi sfavorita nel senso opposto. Un 
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Figura 4 | tre tipi di vie metaboliche non lineari. (a) Via catabolica, 
convergente; (b) via anabolica, divergente e (c) una via ciclica, in cui 
uno dei composti di partenza (ossalacetato) viene rigenerato e rientra 
nella via. L'acetato, un intermedio metabolico fondamentale, può 
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Figura 3 Relazioni energetiche tra vie anaboliche e vie 
cataboliche. Le vie cataboliche generano energia in forma di ATP, 
NADH, NADPH e FADH,. Queste molecole sono poi usate nelle vie 
anaboliche per convertire piccoli precursori in macromolecole. 


ulteriore contributo alla separazione delle vie anaboliche 
da quelle cataboliche è dato dalla segregazione in compar- 
timenti intracellulari diversi: per esempio il catabolismo 
degli acidi grassi ha luogo nei mitocondri, mentre la sinte- 
si degli acidi grassi avviene nel citosol. Mediante localizza- 
zioni distinte è possibile mantenere le concentrazioni dei 
substrati, degli intermedi, degli enzimi e dei regolatori a 
livelli diversi, contribuendo sempre più alla regolazione 
separata delle sequenze delle reazioni cataboliche e ana- 
boliche. Poiché le vie metaboliche sono sottoposte a un 
controllo cinetico da parte delle concentrazioni dei vari 
substrati, gli intermedi anabolici e catabolici che si accu- 
mulano nei processi cellulari possono contribuire al con- 
trollo della velocità del metabolismo. I meccanismi utiliz- 
zati per la separazione dei processi anabolici da quelli ca- 
tabolici saranno uno degli argomenti della nostra discus- 
sione sul metabolismo. 

Le vie metaboliche sono regolate a livelli diversi sia 
dall'interno che dall’esterno della cellula. La forma più 
immediata di regolazione dipende dalla disponibilità di 
substrato; quando la concentrazione di substrato intra- 
cellulare per un dato enzima è al di sotto del valore della 
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essere prodotto dalla demolizione di una grande varietà di sostanze 
nutrienti (a), può servire come precursore nella biosintesi di un certo 
numero di composti (b), oppure può essere consumato nella via 
catabolica nota con il nome di ciclo dell'acido citrico (c). 
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K, (come succede comunemente) la velocità della reazio- 
ne dipende fortemente dalla concentrazione del substrato 
(vedi la Figura 6.11). Un secondo tipo di controllo intracel- 
lulare rapido è la regolazione allosterica (pagina 234) da 
parte di intermedi metabolici o di coenzimi (per esempio 
un amminoacido o l’ATP) che segnalano lo stato metabo- 
lico della cellula. Quando la cellula possiede un certo am- 
minoacido in quantità sufficiente al suo immediato fabbi- 
sogno, o quando il livello intracellulare di ATP indica che 
al momento non è necessario l’utilizzo di ulteriore com- 
bustibile, questi segnali inibiscono allostericamente l’atti- 
vità di uno o più enzimi coinvolti nelle relative vie meta- 
boliche. Negli organismi pluricellulari le attività metaboli- 
che di tessuti differenti vengono regolate e integrate tra di 
loro mediante molecole quali fattori di crescita e ormoni 
che agiscono dall’esterno della cellula. In alcuni casi que- 
sto tipo di regolazione avviene istantaneamente (talvolta 
in meno di un millisecondo) grazie a modificazioni nei li- 
velli di messaggeri cellulari che intervengono sull’attività 
di enzimi già esistenti, mediante un meccanismo alloste- 
rico oppure attraverso modificazioni covalenti, come per 
esempio la fosforilazione. In altri casi il segnale extracel- 
lulare modifica la concentrazione intracellulare di un dato 
enzima alterando il bilancio tra la velocità della sua sinte- 
si e la velocità della sua demolizione; in questo modo l’ef- 
fetto è visibile solo dopo diversi minuti o addirittura ore. 
Inizieremo lo studio della Parte 2 con una discussione 
dei principi bioenergetici di base che governano il meta- 
bolismo (Capitolo 13). Prenderemo poi in considerazio- 
ne le principali vie metaboliche, attraverso le quali la cel- 
lula ottiene energia dall’ossidazione dei diversi combu- 
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stibili (dal Capitolo 14 al Capitolo 19). Il Capitolo 19 è un 
po il fulcro di tutta la discussione sul metabolismo, poi- 
ché riguarda l’accoppiamento dell'energia chemiosmoti- 
ca, un meccanismo universale, in cui un potenziale elet- 
trochimico transmembrana, prodotto sia dall’ossidazio- 
ne dei substrati che dall’assorbimento della luce, favori- 
sce la sintesi di ATP. 

Dal Capitolo 20 al 22 sono descritte le principali vie 
anaboliche in cui le cellule usano l’ATP per produrre car- 
boidrati, lipidi, amminoacidi e nucleotidi, partendo da 
sostanze semplici. Infine nel Capitolo 23 ridaremo uno 
sguardo alle vie metaboliche (di tutti gli organismi, da 
Escherichia coli agli esseri umani) e in particolare a quel- 
le regolate e integrate nei mammiferi mediante mecca- 
nismi controllati dagli ormoni. 

Nell’intraprendere lo studio del metabolismo interme- 
dio non bisogna dimenticare che la miriade di reazioni de- 
scritte in questo testo avvengono negli organismi viventi, 
svolgendo funzioni fondamentali. Per ogni reazione e per 
ogni via metabolica bisogna chiedersi: “Qual è il signifi- 
cato di questa reazione per l'organismo? Come si integra 
questa via con le altre vie che stanno operando allo stesso 
tempo e nella stessa cellula per produrre l'energia e i pro- 
dotti necessari al sostentamento e alla crescita della cel- 
lula? Come vengono bilanciati nella cellula i flussi meta- 
bolici ed energetici necessari per il mantenimento di uno 
stato stazionario dinamico compatibile con la vita?”. Se lo 
si affronta in questa prospettiva, il metabolismo diventa 
particolarmente affascinante e fonte di numerose infor- 
mazioni sulla vita, con innumerevoli applicazioni nel cam- 
po della medicina, dell'agricoltura e delle biotecnologie. 


BIOENERGETICA 


ETIPI DI REAZIONI i” 


BIOCHIMICH 


13.1 Bioenergetica e termodinamica 
13.2 Logica chimica e reazioni biochimiche più comuni 


13.3 Trasferimenti di gruppi fosforici e ATP 


13.4 Le reazioni biologiche di ossidoriduzione 


e cellule e gli organismi devono produrre lavoro per vi- 

vere, per crescere e per riprodursi. La capacità di cat- 

turare energia da fonti diverse e di incanalarla in pro- 
cessi che producono un lavoro biologico è una delle pro- 
prietà fondamentali di tutti gli organismi viventi e deve 
essere stata acquisita molto presto nel corso dell’evoluzio- 
ne cellulare. Gli organismi attuali sono in grado di operare 
una grande varietà di trasduzioni energetiche, conversio- 
ni di una forma di energia in un’altra più utile in quel mo- 
mento. Essi usano l’energia chimica presente nelle sostan- 
ze nutrienti per favorire i processi di sintesi delle molecole 
complesse partendo da precursori semplici e producendo 
macromolecole con strutture altamente ordinate. Possono 
convertire l’energia chimica di diversi tipi di sostanze nu- 
trienti in gradienti di concentrazione, gradienti elettrici, 
movimento, calore e, in alcuni organismi come le lucciole 
e i pesci che vivono in profon- 
dità, in luce. Gli organismi foto- 
sintetici trasformano l’energia 
della luce in tutte queste altre 
forme di energia. 

I meccanismi chimici che 
trasformano l'energia nei si- 
stemi biologici hanno affasci- 
nato gli scienziati per secoli. 
Antoine Lavoisier, prima di es- 
sere decapitato durante la ri- 
voluzione francese, riconobbe 
che gli animali trasformano l’e- 
nergia chimica delle sostanze 
nutrienti (i cibi) in calore e che questo processo di respi- 
razione è essenziale per la vita. Egli osservò che 


Antoine Lavoisier, 
1743-1794 


..in genere, la respirazione non è altro che una lenta com- 
bustione di carbonio e idrogeno, del tutto simile a quella che 
avviene in una lampada o in una candela, e quindi, da que- 


sto punto di vista, gli animali che respirano sono veri corpi 
combustibili che bruciano e consumano se stessi... Si può di- 
re che questa analogia tra la respirazione e la combustione 
non era sfuggita all’attenzione dei poeti, o meglio dei filosofi 
dell’antichità, e che essi l'avevano già spiegata e interpretata. 
Questo fuoco rubato al cielo, questa torcia di Prometeo, non 
rappresenta soltanto un’ingegnosa idea poetica, ma è anche 
la fedele immagine dell’opera della natura, almeno per gli 
animali che respirano; si può quindi dire con gli antichi che 
la torcia della vita illumina se stessa a partire dal primo re- 
spiro di un bambino per non spegnersi mai fino alla morte.” 


“Dalle memorie di Armand Seguin e Antoine Lavoisier, datata 1789, e cita- 
ta in Lavoisier, A. Ouvres de Lavoisier, Imprimerie Impériale, Parigi, 1862. 


Gli studi biochimici effettuati nel secolo scorso han- 
no identificato molti dei processi alla base della trasdu- 
zione energetica degli organismi viventi. Le trasduzioni 
biologiche di energia obbediscono alle stesse leggi fisiche 
che governano tutti i processi naturali. È quindi essenzia- 
le per chi affronta lo studio della biochimica conoscere 
queste leggi e la loro applicazione al flusso di energia del- 
la biosfera. 

In questo capitolo rivedremo le leggi della termodina- 
mica e le relazioni quantitative tra energia libera, entalpia 
ed entropia. Analizzeremo poi i tipi più comuni di reazioni 
biochimiche che avvengono nelle cellule e sono coinvolte 
nella cattura, conservazione, trasferimento e rilascio dell’e- 
nergia recuperata dagli organismi dal loro ambiente cir- 
costante. Studieremo poi il ruolo speciale dell’ATP negli 
scambi di energia dei processi biologici. Infine, prendere- 
mo in considerazione l’importanza delle reazioni di ossi- 
doriduzione nelle cellule, l’energetica delle reazioni di tra- 
sferimento di elettroni e i trasportatori di elettroni comu- 
nemente usati come cofattori in questi processi. 


Bioenergetica e termodinamica 


La bioenergetica è lo studio quantitativo delle trasduzio- 
ni energetiche (i cambiamenti dell’energia da una forma 
a un’altra) che avvengono nelle cellule, e della natura e 
delle funzioni dei processi chimici alla base di queste con- 
versioni di energia. Molti dei principi della termodinami- 
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ca sono già stati esaminati nei capitoli precedenti e quin- 
di ci sono abbastanza familiari; è ora necessario rivedere 
alcuni aspetti quantitativi di questi principi. 


e Letrasformazioni biologiche dell'energia seguono 
le leggi della termodinamica 

Molte delle osservazioni quantitative effettuate da fisici 
e da chimici sulle interconversioni delle diverse forme di 
energia hanno portato, nel XIX secolo, alla formulazione 
delle due leggi fondamentali della termodinamica. La pri- 
ma è il principio di conservazione dell’energia: in qualsiasi 
modificazione chimica o fisica, la quantità totale di energia 
nell'universo resta costante; l'energia può cambiare forma 0 
essere trasferita da una zona a un'altra, ma non può essere né 
creata né distrutta. La seconda legge della termodinamica, 
che può essere espressa in modi diversi, dice che l’univer- 
so tende a essere sempre più disordinato: in tutti i processi 
naturali, l'entropia tende ad aumentare. 


“Ora, nella seconda legge della termodinamica ...” 


Gli organismi viventi sono costituiti da un insieme di mo- 
lecole, molte delle quali sono più organizzate dell’ambien- 
te circostante, e quindi mantengono e producono ordine, 
apparentemente in contrasto con la seconda legge della 
termodinamica, di cui rappresenterebbero, quindi, una 
violazione. Ovviamente, gli organismi viventi non viola- 
no la seconda legge della termodinamica, anzi operano in 
stretto accordo con essa. Prima di discutere le applicazioni 
della seconda legge della termodinamica ai sistemi biolo- 
gici, dobbiamo definire in quali sistemi e in quali ambien- 
ti essa può operare. 

Un sistema che sta reagendo è un insieme di materia 
che sta andando incontro a un particolare processo chi- 
mico o fisico; esso può essere costituito da un organismo, 
una cellula o da due composti reattivi. Il sistema che sta 
reagendo e l’ambiente che lo circonda costituiscono l’uni- 
verso. In laboratorio alcuni processi chimici o fisici posso- 
no avvenire in sistemi isolati, che non scambiano con l’am- 
biente né materia né energia. Le cellule e gli organismi vi- 
venti invece sono sistemi aperti, cioè essi scambiano ener- 
gia e materia con il loro ambiente esterno; i sistemi viventi 
non sono mai in equilibrio con l’ambiente che li circonda 
e i continui scambi spiegano come gli organismi possano 
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creare ordine al loro interno senza andare contro il secon- 
do principio della termodinamica. 

Abbiamo definito nel Capitolo 1 (pagina 24) le tre en- 
tità termodinamiche che descrivono le variazioni di ener- 
gia che avvengono in una reazione chimica. 


* Lenergia libera di Gibbs, G, è una misura dell’ener- 
gia in grado di produrre lavoro resa disponibile durante 
una reazione a temperatura e pressione costanti. Quan- 
do una reazione procede con il rilascio di energia libe- 
ra (cioè quando il sistema si modifica da uno stato più 
ricco di energia libera verso uno stato più povero), la 
variazione di energia libera, AG, ha un valore negati- 
vo e la reazione viene detta esoergonica. Nelle reazio- 
ni endoergoniche il sistema guadagna energia libera e 
il AG è positivo. 

* Lentalpia, H, è il contenuto termico del sistema che 
sta reagendo; esso riflette il numero e il tipo di legami 
chimici dei reagenti e dei prodotti. Quando una reazio- 
ne chimica rilascia calore, viene detta esotermica; se il 
contenuto termico dei prodotti è minore di quello dei 
reagenti, AH ha un valore negativo. Un sistema chimi- 
co che assume calore è detto endotermico e ha un AH 
di valore positivo. 

*  Lentropia, S, è un’espressione quantitativa della ca- 
sualità e del disordine di un sistema (vedi il Box 1.3). 
Quando i prodotti di una reazione sono meno comples- 
si e più disordinati dei reagenti, la reazione presenta 
un guadagno entropico. 


Il AG e il AH sono espressi in joule/mole o in calorie/ 
mole (si ricordi che 1 caloria equivale a 4,184 J); l’entro- 
pia viene invece espressa in joule/mole X grado Kelvin 
(J/mole X K) (Tabella 13.1). 

Nelle condizioni esistenti nei sistemi biologici (a tem- 
peratura e pressione costanti), le variazioni di energia li- 
bera, di entalpia e di entropia sono tra loro correlate dall’e- 
quazione: 


AG = AH-TAS (13.1) 


in cui AG è la variazione di energia libera di Gibbs del si- 
stema che sta reagendo, AH è la variazione di entalpia del 
sistema, T è la temperatura assoluta e AS è la variazione 
di entropia del sistema. Per convenzione AS ha segno po- 
sitivo quando l’entropia aumenta e AH ha segno negativo 


M Tabella 13.1 Alcune costanti fisiche e unità 
frequentemente usate in termodinamica 


Costante di Boltzmann, k = 1,381 X 1073 J/K 
Numero di Avogadro, N = 6,022 X 10° mole! 
Costante di Faraday, 7 = 96 480 J/V X mole 
Costante dei gas, R = 8,315 J/mole X K 
(= 1,987 cal/mole X K) 
Le unità di AG e di AH sono J/mole (oppure cal/mole) 
Le unità di AS sono J/mole X K (oppure cal/mole X K) 
1cal= 4,184] 


Le unità di temperatura assoluta, 7, sono i Kelvin, K 
25°C = 298 K 
A 25 °C, RT = 2,478 kJ/mole 
(= 0,592 kcal/mole) 
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quando il sistema rilascia calore all'ambiente circostan- 
te. Entrambe queste condizioni sono tipiche di processi 
spontanei che tendono ad avere un valore di AG negativo. 
Quindi, il valore di AG di un sistema che reagisce sponta- 
neamente è sempre negativo. 

La seconda legge della termodinamica stabilisce che 
l'entropia dell'universo aumenta durante i processi chimi- 
ci e fisici, ma non è necessario che l'aumento di entropia 
abbia luogo nel sistema che sta reagendo. L'ordine prodotto 
dalle cellule durante la loro crescita e divisione è più che 
compensato dal disordine che creano nell’ambiente circo- 
stante, sempre durante la loro crescita e divisione (vedi il 
Box 1.3, caso 2). Negli organismi viventi l’ordine interno 
viene conservato prelevando energia libera dall’ambien- 
te circostante sotto forma di sostanze nutrienti o di luce 
solare e restituendo all'ambiente una quantità uguale di 
energia sotto forma di calore e di entropia. 


e Lecellulehannobisogno di fonti di energia libera 

Le cellule sono sistemi isotermici: esse funzionano essen- 
zialmente a temperatura costante (e a pressione costan- 
te). Il flusso termico non è una fonte di energia per la cel- 
lula perché il calore può produrre lavoro soltanto se passa 
da una regione o da un oggetto a una data temperatura a 
un’altra regione o a un oggetto con una temperatura infe- 
riore. Il tipo di energia che le cellule possono e devono usa- 
re è l’energia libera, descritta dalla funzione G dell’ener- 
gia libera di Gibbs, che consente di prevedere la direzio- 
ne delle reazioni chimiche, le loro posizioni all’equilibrio 
e la quantità di lavoro che in teoria si può ottenere a tem- 
peratura e pressione costanti. Le cellule eterotrofe acqui- 
stano energia libera dalle molecole di sostanze nutrienti, 
mentre le cellule fotosintetiche acquistano energia libera 
assorbendo la radiazione solare. Entrambi i tipi di cellule 
trasformano l’energia libera in ATP e in altri composti ric- 
chi di energia, in grado di fornire l’energia necessaria per 
il lavoro biologico a temperatura costante. 


e Lavariazione di energia libera standard è direttamente 
correlata alla costante di equilibrio 

La composizione di un sistema che sta reagendo (una mi- 
scela di reagenti e di prodotti chimici) tende a cambiare 
continuamente finché non viene raggiunto l'equilibrio. 
Alle concentrazioni di equilibrio dei reagenti e dei pro- 
dotti, le velocità della reazione in un senso e in senso con- 
trario (avanti e indietro) sono uguali e non vi sono ulte- 
riori cambiamenti netti nel sistema. Le concentrazioni dei 
reagenti e dei prodotti all’equilibrio definiscono la costan- 
te di equilibrio, K.q (pagina 25). Nella reazione generale 
ah + bB = cC + dD, dove a, b, c e d sono il numero di 
molecole dei composti A, B, C e D che partecipano alla 
reazione, la costante di equilibrio della reazione è data da 


(13.2) 


dove [A], [B], [C] e [D] sono le concentrazioni molari dei 
componenti della reazione al punto di equilibrio. 
Quando un sistema non è all’equilibrio, la tendenza 
a spostarsi verso l'equilibrio diventa la forza trainante, la 
cui intensità è espressa dalla variazione di energia libera 
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AG della reazione. In condizioni standard (298 K = 25 °C), 
quando i reagenti e i prodotti sono inizialmente presenti 
alla concentrazione di 1 Mm oppure alla pressione di 101,3 
kPa (1 atm) peri gas, la forza che spinge il sistema verso 
l'equilibrio viene definita come variazione di energia li- 
bera standard, AG°. Secondo questa definizione, lo stato 
standard delle reazioni in cui sono presenti ioni idrogeno 
diventa [H*] = 1 m, cioè pH = 0. La maggior parte delle 
reazioni biochimiche però avviene in soluzioni acquose 
tamponate con un pH vicino a 7; quindi in una condizio- 
ne in cui il pH e la concentrazione dell’acqua (55,5 M) so- 
no essenzialmente costanti. 


Per facilitare i calcoli, i biochimici hanno definito lo 
stato standard in un modo leggermente diverso, consideran- 
do la concentrazione degli ioni idrogeno pari a 10” m (cioè 
a un pH uguale a 7) e la concentrazione dell’acqua pari a 
55,5 m; perle reazioni che coinvolgono Mg?* (presente nel- 
la maggior parte delle reazioni che utilizzano ’ATP come 
substrato), la sua concentrazione in soluzione è solitamen- 
te considerata costante a un valore di 1 mm. 


Le costanti fisiche basate sulla convenzione dello sta- 
to standard biochimico sono chiamate costanti standard 
trasformate e sono indicate da un apice (’) (per esempio 
AG'° e K'.y) per distinguerle dalle costanti usate dai chimi- 
ci e dai fisici. (Si noti che in molti altri testi viene utilizza- 
to il simbolo AG°' invece di AG”°. Puso di AG°”, consiglia- 
to da una commissione internazionale di chimici e biochi- 
mici, intende sottolineare che l’energia libera trasformata 
AG' è il criterio utilizzato per definire l’equilibrio chimi- 
co.) Per semplicità, da qui in avanti, riferendoci a queste 
costanti trasformate, le indicheremo come variazioni di 
energia libera standard. 


59 Secondo un’altra convenzione introdotta dai biochi- 


mici, quando l’H;0, l’'H*, e/o PMg?* sono reagenti 0 prodot- 
ti, le loro concentrazioni non sono comprese in espressio- 
ni come l’Equazione 13.2, ma vengono incorporate nelle 
costanti K'.j e AG”. 


Come K'.j è una costante fisica caratteristica di ogni 
reazione, anche AG’° è una costante. Come abbiamo vi- 
sto nel Capitolo 6, esiste una relazione semplice tra K'.q 


e AG'°; 


AG" = —RTInK'xg (13.3) 


La variazione di energia libera standard di una reazione chi- 
mica è semplicemente un modo matematico alternativo di 
esprimere la sua costante di equilibrio. La Tabella 13.2 mo- 
stra la relazione tra AG'° e K'.j . Se la costante di equilibrio 
di una data reazione è uguale a 1, la variazione di energia 
libera standard di quella reazione è 0 (il logaritmo natu- 
rale di 1 è 0). Se la K'.j di una reazione è maggiore di 1, il 
valore di AG'° diventa negativo. Se la K'.q è invece minore 
di 1 il valore di AG'° è positivo. Poiché la relazione tra AG'° 
e K'.q è esponenziale, a variazioni relativamente piccole di 
AG'° corrispondono grandi variazioni di K'.g. 
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MI Tabella 13.2 Relazione fra le costanti di equilibrio 
delle reazioni chimiche e le loro variazioni 
di energia libera standard 


AG'° 

K'eq (kJ/mole) (kcal/mole)* 
103 —171 -4,1 
10° -11,4 27 
10! —5,7 -1,4 

1 0,0 0,0 
107! 5,7 1,4 
107? 114 2,7 
1073 171 4,1 
1074 22,8 5,5 
1075 28,5 6,8 
1076 34,2 8,2 


* Nonostante joule e kilojoule siano le unità di misura dell'energia utilizzate in 
questo in testo, i biochimici esprimono a volte i valori di AG'° in kilocalorie per 
mole. Abbiamo quindi riportato in questa tabella e nelle Tabelle 13.4 e 13.6 siai 
valori in kilojoule, sia quelli in kilocalorie. Per convertire i kilojoule in kilocalorie 
basta dividere il valore in kilojoule per 4,184. 


Può essere d’aiuto considerare la variazione di energia 
libera standard anche in un altro modo. Il valore di AG'° 
corrisponde alla differenza tra il contenuto di energia libe- 
ra dei prodotti e il contenuto di energia libera dei reagenti, 
tutti nelle condizioni standard. Quando AG’° è negativo, i 
prodotti contengono meno energia libera dei reagenti. Nel- 
le condizioni standard la reazione procederà quindi spon- 
taneamente verso i prodotti, in quanto le reazioni chimi- 
che tendono a seguire la direzione che determina una di- 
minuzione di energia libera del sistema. Un valore positivo 
di AG”° sta a indicare che i prodotti della reazione conten- 
gono più energia libera dei reagenti. La reazione tenderà in 
questo caso a procedere nella direzione inversa, se all’ini- 
zio tutti i componenti sono presenti alla concentrazione di 
1 m (condizioni standard). Nella Tabella 13.3 sono riassunti 
tutti questi aspetti. 


M Tabella 13.3 Relazione tra K'2g, AG'° e la direzione delle 
reazioni chimiche in condizioni standard 


Partendo con tutti i componenti 


Quando della reazione alla concentrazione 
K'eq è: AG” è: di 1 m, la reazione 
>10 Negativo procede in avanti 
1,0 Zero è all'equilibrio 
<1,0 Positivo procede in senso inverso 


a Calcolo del AG'° 


Calcolate la variazione di energia libera standard della rea- 
zione catalizzata dall’enzima fosfoglucomutasi: 


Glucosio 1-fosfato —> glucosio 6-fosfato 


quando la reazione inizia con 20 mm di glucosio 1-fosfato 
(senza glucosio 6-fosfato) e la miscela finale all’equilibrio a 
25°Cea pH 7,0 contiene 1 mw di glucosio 1-fosfato e 19 mm 
di glucosio 6-fosfato. La reazione in direzione della forma- 
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zione di glucosio 6-fosfato precede con perdita o guadagno 
di energia libera? (Ricordate che gli enzimi non modifica- 
no il punto di equilibrio di una reazione, essi facilitano sol- 
tanto il suo raggiungimento). 


Soluzione Da questi dati possiamo calcolare la costan- 
te di equilibrio: 
) [glucosio 6-fosfato] 19 mM 
Sha [glucosio 1-fosfato] dm = 
Da questo valore della K'., possiamo calcolare la variazio- 
ne di energia libera standard: 


AG'*° = —RTInK'4 
= —(8,315 J/mole + K)(298K)(ln19) 
= —7,3 kJ/mole 


Dato che la variazione di energia standard è negativa, la 
conversione del glucosio 1-fosfato procede con una perdi- 
ta (rilascio) di energia libera. (Per la reazione in senso in- 
verso il AG’° ha lo stesso valore ma con il segno opposto.) 


Nella Tabella 13.4 sono riportati i valori delle variazioni di 
energia libera standard di alcune reazioni chimiche rap- 
presentative. Si noti che l’idrolisi di esteri, ammidi, pep- 
tidi e glucosidi semplici, come pure i riarrangiamenti e 
le eliminazioni, hanno luogo con variazioni di energia li- 
bera standard relativamente piccole, mentre l’idrolisi di 
anidridi acide produce una grande diminuzione dell’ener- 
gia libera standard. Lossidazione completa di composti 
organici come il glucosio o l’acido palmitico a CO; e H:0, 
che nelle cellule avviene in numerosi passaggi, procede 
con un decremento particolarmente grande dell’ener- 
gia libera standard. Le variazioni di energia, come quel- 
le riportate nella Tabella 13.4, ci indicano la quantità di 
energia libera di cui possiamo disporre dopo una certa 
reazione in condizioni standard. Per descrivere l’energia 
libera rilasciata nelle condizioni che esistono all’interno 
della cellula, è essenziale conoscere la variazione di ener- 
gia libera reale. 


e Lavariazione di energia libera reale dipende 
dalle concentrazioni dei reagenti e dei prodotti 

Dobbiamo distinguere tra due entità diverse: la variazione 
di energia libera AG e la variazione di energia libera stan- 
dard AG"°. Ogni reazione chimica ha una variazione di 
energia libera standard caratteristica che può essere posi- 
tiva, negativa oppure pari a zero, a seconda della costante 
di equilibrio. La variazione di energia libera standard dice 
in quale direzione avviene una data reazione per raggiun- 
gere l'equilibrio, quando la concentrazione iniziale di ogni 
componente è 1,0 m, il pH è 7,0, la temperatura è 25 °C e la 
pressione è di 101,3 kPa (1 atm). Quindi, AG'° è una co- 
stante: ha un valore caratteristico per ogni reazione chimi- 
ca. Invece la variazione di energia libera reale, AG, di una 
data reazione è una funzione delle concentrazioni reali dei 
componenti e della temperatura che si ha durante la rea- 
zione, condizioni che possono essere ovviamente diverse 
da quelle standard. Inoltre il AG di una reazione che pro- 
cede spontaneamente verso il suo equilibrio è sempre ne- 
gativo, ma è sempre meno negativo man mano che la rea- 
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M Tabella 13.4 Variazioni dell'energia libera standard 
in alcune reazioni chimiche 


AG" 


Tipo di reazione (kJ/mole) (kcal/mole) 


Reazioni di idrolisi 


Anidridi acide 

Anidride acetica + H,0 —> 2 acetato -91,1 -21,8 

ATP+H,0 —> ADP+P; -30,5 473 

ATP +H,0 —> AMP + PP; -45,6 -10,9 

PP;+H0—-2P; -19,2 -4,6 

UDP-glucosio +H,0 —> -43,0 -10,3 

UMP + glucosio 1-fosfato — 

Esteri 

Etilacetato +H,0 — etanolo + acetato -19,6 -4,7 

Glucosio 6-fosfato +H,0 — glucosio + P; -13,8 -3,3 
Ammidi e peptidi 

Glutammina + H,0 — glutammato + NHj -14,2 -3,4 

Glicilglicina + H,0 —2 glicina -9,2 -2,2 
Glucosidi 

Maltosio +H,0 —>2 glucosio -15,5 -3,7 

Lattosio +H,0 — glucosio + galattosio -15,9 -3,8 
Riarrangiamenti 

Glucosio 1-fosfato — glucosio 6-fosfato -73 -1,7 

Fruttosio 6-fosfato — glucosio 6-fosfato -1,7 -0,4 
Eliminazione di acqua 

Malato — fumarato + H30 3,1 0,8 
Ossidazioni con ossigeno molecolare 

Glucosio + 60, — 6C0; + 6H;0 -2840 -686 

Acido palmitico +230, — 16C0,+16H,0  -9770 -2338 


zione si avvicina all'equilibrio, e diventa pari a 0 quando 
viene raggiunto il punto di equilibrio, in quanto la reazio- 
ne non compie più un lavoro netto. 

I valori di AG e di AG‘° di una reazione del tipo aA + 
bB == cC + dD sono tra loro correlati dalla seguente 


equazione 
& (134) 


in cui i termini in rosso indicano i valori di concentrazione 
realmente presenti nel sistema in esame. I termini di questa 
equazione rappresentano l’effetto comunemente noto con 
il nome di azione di massa; il termine [C]°[D]° / [A]*[B]? 
viene chiamato rapporto di azione di massa, Q. 
Quindi l'equazione 13.4 può essere espressa come 
AG = AG'° + RTInQ. Supponiamo per esempio che la rea- 
zione A + B == C + D abbia luogo in condizioni stan- 
dard di temperatura (25 °C) e pressione (101,3 kPa), ma 
che tutte le concentrazioni di A, B, C e D siano diverse e 
che nessuna sia uguale alla concentrazione standard di 1 m. 
Per determinare la variazione di energia libera reale, AG, 
in queste condizioni non standard di concentrazioni di rea- 
genti e prodotti, mentre la reazione procede da sinistra 
verso destra, basta inserire i valori reali delle concentra- 
zioni di A, B, Ce D nell’Equazione 13.4; i valori di R, T e di 


[CID] 


AG= AG'° + RTIn - 
[A}°[B] 
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AG'° sono invece quelli standard. Il valore iniziale di AG 
sarà negativo e tenderà a diventare zero con il procedere 
della reazione in quanto le concentrazioni di A e B sono 
in continua diminuzione, mentre le concentrazioni di C e 
D aumentano. Quando una reazione è all’equilibrio, non 
esiste alcuna forza in gioco capace di spingere la reazione 
in una direzione o nell’altra, e il valore di AG diventa ugua- 
le a zero. L’Equazione 13.4 si riduce quindi a 


[Cleg[Dleq 
[A]eg[Bleg 
AG'° = — RTInK'xq 


0=AG=AG'° + RTIln 


oppure 


ossia l'equazione che, come abbiamo visto prima, mette in 
relazione la variazione di energia libera standard e la co- 
stante di equilibrio (Equazione 13.3). 

Il criterio per stabilire la spontaneità di una reazione 
è il valore di AG, non quello di AG‘’°. Una reazione il cui 
AG'° è positivo può procedere in avanti se il valore di AG 
è negativo. Ciò è possibile se il termine RT In ([prodotti]/ 
[reagenti]) nell’Equazione 13.4 è negativo e ha un valo- 
re assoluto superiore a quello di AG'°. Per esempio, la ri- 
mozione rapida e continua dei prodotti di una reazio- 
ne tende a mantenere il rapporto ([prodotti]/[reagen- 
ti]) molto al di sotto di 1; in queste condizioni il termine 
RT In ([prodotti]/[reagenti]) acquista un valore elevato 
e negativo. AG'° e AG esprimono la quantità massima di 
energia libera che una data reazione può in teoria rende- 
re disponibile. Questa quantità di energia potrebbe esse- 
re totalmente utilizzata soltanto se esistesse un meccani- 
smo perfettamente efficace in grado di catturarla e con- 
servarla. Dato che questo meccanismo non esiste (parte 
dell’energia libera di ogni processo è sempre persa sotto 
forma di entropia), la quantità di lavoro prodotta da una 
reazione a temperatura e pressione costanti è sempre mi- 
nore di quella teorica. 

Bisogna però tenere presente che alcune reazioni ter- 
modinamicamente favorite (cioè quelle che hanno un valo- 
re di AG'° elevato e negativo) hanno velocità praticamente 
non misurabili. Per esempio, il legno può essere convertito 
in CO; e H30 mediante la combustione, una reazione ter- 
modinamicamente molto favorita. Il legno però è stabile 
per anni, in quanto l'energia di attivazione (vedi le Figure 
6.2. e 6.3) per la sua combustione è molto più alta di quella 
disponibile a temperatura ambiente. Se l’energia di attiva- 
zione viene fornita dall’esterno (per esempio da un fiam- 
mifero acceso), la combustione potrà iniziare converten- 
do il legno nei prodotti più stabili CO, e H;0 e rilasciando 
energia sotto forma di calore e luce. Il calore rilasciato da 
questa reazione esotermica fornisce l’energia di attivazio- 
ne per la combustione delle parti di legno vicine e il pro- 
cesso si autosostiene. 

Negli organismi viventi le reazioni che sarebbero troppo 
lente, se non fossero catalizzate, non possono essere favorite 
mediante un rifornimento di calore, ma attraverso un ab- 
bassamento dell’energia di attivazione prodotto da un enzi- 
ma. Un catalizzatore enzimatico genera una via alternativa 
per una reazione, con una energia di attivazione più bassa di 
quella normale; di conseguenza, anche a temperatura am- 
biente, un gran numero di molecole di substrato potranno 
ottenere una quantità di energia termica sufficiente a supe- 
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rare la barriera di attivazione, producendo un enorme au- 
mento della velocità della reazione. La variazione di energia 
libera di una reazione non dipende dal percorso che una certa 
reazione segue, ma solo dalla natura e dalla concentrazione 
dei reagenti e dei prodotti. Gli enzimi non possono modifica- 
re le costanti di equilibrio, ma possono accelerare le velocità 
di reazioni che stanno procedendo nella direzione dettata 
dalla termodinamica (vedi la Sezione 6.2). 


e Levariazioni di energia libera si possono sommare 

Nel caso di due reazioni sequenziali, A —= BeB —=>C, 
ogni reazione ha una sua costante di equilibrio e una sua 
caratteristica variazione di energia libera standard, AG;° e 
AG5°. Dato che le due reazioni sequenziali si possono som- 
mare, B viene cancellato nella reazione complessiva che 
diventa A —==>C, con una sua costante di equilibrio e una 
sua variazione di energia libera standard AG'6xale- Anche i 
valori di AG'° di reazioni chimiche sequenziali possono esse- 
re sommati. Per la reazione complessiva A == C, il valo- 
re di AG/orale È la somma algebrica delle singole variazio- 
ni di energia libera standard delle due reazioni separate: 
AGiorale = AGIO + AG. 


(1) A —>B  AG;° 
(2) B_- C AG3° 
Somma: A — C AG{° + AG;° 


Questo principio della bioenergetica spiega come una rea- 
zione termodinamicamente sfavorita (endoergonica) pos- 
sa essere guidata in avanti mediante il suo accoppiamen- 
to con una reazione altamente esoergonica, se è presente 
un intermedio comune. Per esempio, la sintesi del gluco- 
sio 6-fosfato è la prima tappa nella via di utilizzazione del 
glucosio in molti organismi: 


Glucosio + P,— glucosio 6-fosfato + H,0 
AG'° = 13,8 kJ/mole 


Il valore positivo di AG'° indica che nelle condizioni stan- 
dard la reazione non procederà spontaneamente nella di- 
rezione scritta. Un’altra reazione cellulare, l’idrolisi di ATP 
ad ADP e P,, è molto esoergonica: 


ATP+H,0 —> ADP + P; AG'° = —30,5 kJ/mole 


Queste due reazioni hanno in comune gli intermedi P; e 
H;0 e possono diventare reazioni sequenziali: 


(1) glucosio + P} — glucosio 6-fosfato + H,0 


Somma: ATP + glucosio —> ADP + glucosio 6-fosfato 


La variazione di energia libera standard complessiva vie- 
ne calcolata sommando i valori di AG'° delle due reazioni: 


AG'° = 13,8 kJ/mole + (-30,5 kJ/mole) = — 16,7 kJ/mole 


La reazione complessiva è esoergonica. In questo caso l’e- 
nergia conservata nei legami dell'ATP viene usata per fa- 
vorire la sintesi di glucosio 6-fosfato, un prodotto la cui 
formazione da glucosio e fosfato inorganico (P;) è endoer- 
gonica. La via metabolica del glucosio 6-fosfato, mediante 
il trasferimento di un gruppo fosforico dall’ATP è diversa 
dalle reazioni (1) e (2) riportate sopra, ma il risultato net- 
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to è lo stesso, come lo è la somma delle due reazioni. Nei 
calcoli termodinamici tutto ciò che conta è lo stato del si- 
stema all’inizio del processo e lo stato finale; la via seguita 
tra stato iniziale e stato finale non è rilevante. 

Abbiamo detto che AG‘’° può essere un modo per espri- 
mere la costante di equilibrio di una reazione. Per la rea- 
zione (1) descritta prima 
[glucosio 6-fosfato] 


Ù 


ca = = 3,9 X 1073! 
la [glucosio][P;] 


Possiamo notare che l’acqua non è presente in questa 
espressione perché si assume che la sua concentrazione 
(55,5 M) non cambi durante la reazione. La costante di equi- 
librio dell’ATP è 


[ADP][P;] 
7 [ATP] 
La costante di equilibrio della reazione accoppiata è 
[glucosio 6-fosfato][ADP][P;] 
[glucosio][P;][ATP] 


r 


= 2,0 X 105m 


K' 


€37 
= (K'eg) K'eg) = (3,9 X 107371) (2,0 X 105) 


= 7,8Xx 102 


Questo calcolo evidenzia una caratteristica importante del- 
le costanti di equilibrio: mentre i valori di AG'° di due rea- 
zioni sequenziali si sommano per ottenere il valore della 
terza reazione complessiva, la costante di equilibrio della 
reazione complessiva è il prodotto dei valori delle singole 
K'q delle reazioni sequenziali. Le costanti di equilibrio so- 
no moltiplicative. Accoppiando la sintesi del glucosio 6-fo- 
sfato all’idrolisi dell’ATP, la costante di equilibrio della for- 
mazione del glucosio 6-fosfato è aumentata di un fattore 
pari a 2 X 10° volte. 

Questa strategia viene utilizzata in tutte le cellule per 
la sintesi di intermedi metabolici e di componenti cellulari. 
È ovvio che questa scappatoia diventa funzionale soltan- 
to se sono sempre disponibili all’interno delle cellule com- 
posti come l’ATP Nei capitoli seguenti analizzeremo mol- 
te delle vie cellulari che portano alla formazione di ATP. 


SOMMARIO 13.1 
Bioenergetica e termodinamica 

e Le cellule viventi compiono costantemente un lavoro; 
richiedono energia per mantenere le loro strutture 
altamente organizzate, per sintetizzare i componenti 
cellulari, generare correnti elettriche e per molti altri 
processi. 

e La bioenergetica è lo studio quantitativo della relazio- 
ne tra energia e conversioni energetiche all’interno dei 
sistemi biologici; le trasformazioni dell’energia biologi- 
ca obbediscono alle leggi della termodinamica. 

* Tutte le reazioni chimiche sono influenzate da due 
forze: la tendenza a raggiungere lo stato più stabile (di 
cui l’entalpia, H, è un’espressione utile) e la tendenza 
a raggiungere il più alto grado di disordine, espresso 
dall’entropia, S. La forza trainante netta di una reazio- 
ne è AG, la variazione di energia libera, che rappresen- 
ta l’effetto netto dei due fattori: AG = AH —T AS. 

* La variazione di energia libera standard, AG'°, è una 
costante fisica caratteristica per una determinata rea- 
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zione e può essere calcolata dalla costante di equilibrio 
con la reazione: AG'° =—RTIn K'.q. 

e La variazione di energia libera reale, AG, è una varia- 
bile che dipende da AG”° e dalle concentrazioni dei re- 
agenti e dei prodotti: AG = AG'° + RT In ([prodotti]/ 
[reagenti]). 

* Quando il valore di AG è elevato e negativo, la reazio- 
ne tende a procedere in quella direzione, mentre se il 
valore di AG è elevato ma con segno positivo, la reazio- 
ne tende a procedere nella direzione opposta; quando 
AG = 0, il sistema è all’equilibrio. 

* La variazione di energia libera di una reazione è in- 
dipendente dalla via seguita. Le variazioni di energia 
libera sono additive; la reazione chimica netta che 
deriva da reazioni successive che presentano un in- 
termedio comune ha una variazione di energia libera 
totale pari alla somma dei valori di AG di ciascuna re- 
azione. 


Logica chimica e reazioni biochimiche 
più comuni 


I processi di trasduzione dell’energia biologica, di cui ci oc- 
cupiamo in questo libro, non sono altro che reazioni chimi- 
che. La chimica cellulare non copre tutti i tipi di reazione 
che si studiano in un corso di chimica organica. Quali sia- 
no le reazioni che possono svolgersi nei sistemi biologici, 
e quali quelle che non possono svolgersi, dipende (1) dal- 
la loro rilevanza, o utilità, in un particolare sistema meta- 
bolico e (2) dalla velocità con cui devono svolgersi. Que- 
ste due considerazioni hanno un ruolo fondamentale nel 
determinare la natura delle vie metaboliche di cui ci oc- 
cuperemo. Una reazione rilevante è quella che fa uso di 
un substrato disponibile e lo trasforma in un prodotto uti- 
le per la cellula. Però, perfino una reazione rilevante po- 
trebbe non avvenire. Certe trasformazioni chimiche sono 
per loro natura troppo lente (la loro energia di attivazione 
è troppo elevata) per poter fornire un contributo al fun- 
zionamento della cellula, anche in presenza di enzimi, che 
sono potenti catalizzatori. Le reazioni che si svolgono nel- 
la cellula rappresentano un meccanismo che l'evoluzione 
ha messo in atto per poter eludere le reazioni “impossibi- 
li”. Conoscere quali sono questi meccanismi molecolari 
può essere di grande aiuto per approfondire le nostre co- 
noscenze di biochimica. 

Il numero delle trasformazioni chimiche che avvengo- 
no nella cellula può sembrare impressionante. La maggior 
parte delle cellule è in grado di portare avanti migliaia di 
reazioni catalizzate da enzimi - per esempio la trasforma- 
zione di una sostanza semplice, come il glucosio, in am- 
minoacidi, nucleotidi e lipidi - di estrarre energia dai nu- 
trienti tramite l’ossidazione e di polimerizzare unità mo- 
nomeriche in macromolecole. 

Lo studio di tutte queste reazioni si fonda su alcune 
considerazioni di carattere generale; non occorre, infat- 
ti, conoscere ogni singola reazione per comprendere la lo- 
gica molecolare della biochimica. La maggior parte delle 
reazioni che si svolgono nella materia vivente appartie- 
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ne a una delle seguenti cinque categorie generali: (1) rea- 
zioni che formano un legame carbonio-carbonio, o che lo 
spezzano; (2) riarrangiamenti interni, isomerizzazioni ed 
eliminazioni; (3) reazioni che implicano la formazione di 
radicali liberi; (4) trasferimenti di gruppi chimici e (5) os- 
sidoriduzioni. Discuteremo ora ciascuna delle cinque ca- 
tegorie, e nei capitoli successivi forniremo alcuni esempi 
specifici. I cinque tipi di reazione non si escludono tra lo- 
ro; per esempio una reazione di isomerizzazione può ave- 
re come intermedio un radicale libero. 

Prima di procedere, però, sarà bene rivedere due prin- 
cipi chimici di base. Primo, un legame covalente consiste 
di una coppia di elettroni condivisi, e può essere scisso in 
due modi (Figura 13.1). Nella scissione omolitica, ciascun 
atomo si stacca dal legame sotto forma di un radicale, e re- 
ca con sé un solo elettrone. Nella scissione eterolitica, la 
più comune, uno dei due atomi trattiene ambedue gli elet- 
troni di legame. Le specie che nella maggioranza dei casi 
si generano, quando si spezzano i legami C—C e C—H so- 
no mostrate nella Figura 13.1. I carbanioni, i carbocationi 
e gli ioni idruro sono molto instabili; questa caratteristica, 
come vedremo, è alla base della loro chimica. 

Il secondo principio di base è che molte reazioni bio- 
chimiche coinvolgono interazioni tra nucleofili (gruppi 
funzionali ricchi di elettroni e capaci di donarli) ed elet- 
trofili (gruppi funzionali poveri di elettroni, e che quindi 


Scissione 
omolitica | 


Radicale Atomo 
del di 
carbonio idrogeno 


Radicali del carbonio 


Scissione 
eterolitica 


| 


Ì 
ti Li + H* 


Carbanione Protone 


| 


—C* + Ha” 


Ione 
idruro 


Carbocatione 


Carbanione Carbocatione 


Figura 13.1 Due meccanismi coinvolti in un legame C—Co 
C—H. Nella scissione omolitica, ogni atomo conserva uno degli 
elettroni che formano il legame, generando due radicali carboniosi 
(due atomi di carbonio con un elettrone spaiato) oppure atomi di 
idrogeno non carichi. Nella scissione eterolitica uno degli atomi 
trattiene entrambi gli elettroni del legame. Ciò porta alla formazione 
di carbanioni, carbocationi, protoni o ioni idruro. 
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Figura 13.2 Inucleofili e gli elettrofili più comuni nelle reazioni 
biochimiche. | meccanismi delle reazioni biochimiche, responsabili 
della formazione e della scissione dei legami covalenti, vengono 
indicati con puntini e frecce ricurve, una convenzione nota col nome 
di “trasferimento elettronico” Un legame covalente consiste di una 
coppia di elettroni condivisi. Gli elettroni non impegnati nel legame, 
ma importanti per il meccanismo di reazione vengono indicati con 
due punti rossi (:). Le frecce ricurve (7/7) indicano il movimento dei 
doppietti elettronici. Il movimento di un singolo elettrone (come si 
verifica nelle reazioni radicaliche) viene rappresentato da una freccia 
ricurva con la punta a forma di amo (TY). La maggior parte delle 
reazioni coinvolge una coppia di elettroni non condivisi. 


li attirano). Quindi i nucleofili reagiscono con gli elettro- 
fili, ai quali cedono elettroni. I nucleofili e gli elettrofili 
più comuni sono mostrati nella Figura 13.2. Si noti che un 
atomo di carbonio può agire da nucleofilo, o da elettrofi- 
lo, a seconda degli atomi o dei gruppi che lo circondano. 


Reazioni che formano o spezzano un legame carbonio- 
carbonio La scissione eterolitica del legame C—C pro- 
duce un carbanione e un carbocatione (Figura 13.1). Di 
converso, la formazione di un legame C—C comporta la 
combinazione di un carbanione nucleofilico e un carboca- 
tione elettrofilico. I carbocationi e i carbanioni sono così 
instabili che la loro formazione come intermedi di reazio- 
ne può essere energeticamente troppo costosa, anche in 
presenza di un catalizzatore enzimatico. Ai fini della bio- 
chimica cellulare sono reazioni impossibili, a meno che 
non venga fornito un aiuto chimico sotto forma di gruppi 
funzionali che contengono atomi elettronegativi (O e N), 
in grado di alterare la struttura elettronica di atomi di car- 
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bonio adiacenti in modo da stabilizzare e facilitare la for- 
mazione di carbocationi e carbanioni intermedi. 

I gruppi carbonilici sono particolarmente importan- 
ti nelle trasformazioni chimiche che avvengono nelle vie 
metaboliche. Il carbonio di un gruppo carbonilico ha una 
parziale carica positiva, dovuta alla presenza dell’ossigeno, 
che tende a trattenere gli elettroni, e quindi è un carbonio 
elettrofilico (Figura 13.3a). Un gruppo carbonilico, quin- 
di, può facilitare la formazione di un carbanione, deloca- 
lizzando la sua carica negativa (Figura 13.3b). Un gruppo 
imminico (vedi la Figura 1.16) può svolgere una funzione 
simile (Figura 13.3c). La capacità dei gruppi imminici e dei 
gruppi carbonilici di delocalizzare gli elettroni può esse- 
re ulteriormente favorita da un catalizzatore acido gene- 
rale, o da uno ione metallico, come Mg?* (Figura 13.3d). 

Limportanza del gruppo carbonilico risulta evidente 
se si considerano le tre classi principali di reazioni, nelle 
quali i legami C—C vengono formati o scissi (Figura 13.4): 
le condensazioni aldoliche, le condensazioni esteriche di 
Claisen e le decarbossilazioni. In tutti e tre i tipi di rea- 
zione, un carbanione intermedio viene stabilizzato da un 
gruppo carbonilico, e in molti casi un altro gruppo carbo- 
nilico funge da gruppo elettrofilico, con cui reagisce il car- 
banione nucleofilico. 

La condensazione aldolica è una via comune di for- 
mazione del legame C—G; la reazione aldolasica, che con- 
verte un composto a sei atomi di carbonio in due compo- 
sti a tre atomi di carbonio durante la glicolisi, è una con- 
densazione aldolica in senso inverso (vedi la Figura 14.6). 
Nella condensazione di Claisen, il carbanione viene sta- 
bilizzato dal carbonile di un estere adiacente; un esempio 
è la sintesi del citrato nel ciclo dell’acido citrico (vedi la Fi- 
gura 16.9). La decarbossilazione comunemente comporta 
la formazione di un carbanione stabilizzato da un gruppo 
carbonilico. Un esempio è la reazione di decarbossilazio- 
ne dell’acido acetacetico, che interviene nella formazione 
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Figura 13.3 Proprietà chimiche dei gruppi carbonilici. 

(a) L'atomo di carbonio del gruppo carbonilico è un elettrofilo, 

in virtù della capacità elettron attrattiva dell'atomo di ossigeno 
elettronegativo, che dà luogo a un ibrido di risonanza, in cui 

il carbonio ha una carica parziale positiva. (b) All'interno della 
molecola, la delocalizzazione degli elettroni in un gruppo carbonilico 
stabilizza il carbanione su un carbonio adiacente. (c) Le immine 
funzionano come i gruppi carbonilici nel facilitare il movimento degli 
elettroni. (d) | gruppi carbonilici non sempre funzionano da soli; la 
loro capacità di fungere da “pozzi di elettroni” spesso viene rafforzata 
dall'interazione con uno ione metallico (Me?*, come Mg?*) o con un 
acido generale (HA). 


© 978-88-08-26148-9 


It ar E 
i I pe” (0) —, Ri E 
H Ri H R, 
Condensazione aldolica 
O H 
DT È RE {Th 
iii it” “a CoA-S_-C_C_C=0 
H SSR, H 
Condensazione di Claisen 
H sa O H 
I de /° N ì | 
R_C È CA R_C 7 H + CO, 
HU 90 H 
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Figura 13.4 Alcune reazioni che formano o spezzano il legame 
CTC nei sistemi biologici. Sia per la condensazione aldolica sia 

per la condensazione di Claisen, un carbanione agisce da nucleofilo, 
mentre il carbonio del gruppo carbonilico agisce da elettrofilo. A ogni 
modo il carbanione viene stabilizzato da un altro carbonile in cui è 
impegnato il carbonio adiacente. Nella reazione di decarbossilazione, 
si forma un carbanione sul carbonio mostrato con un'ombreggiatura 
azzurra, mentre la CO, si allontana. La reazione non potrebbe 
avvenire a una velocità apprezzabile senza l'effetto stabilizzante 

del carbonile adiacente all'atomo di carbonio del carbanione. 

Tutte le volte che viene mostrato un carbanione, si sottintende 

una stabilizzazione per risonanza con il carbonile adiacente, come 
mostrato nella Figura 13.3b. Un'immina (Figura 13.3c) o un altro 
gruppo elettron attrattore (compresi alcuni cofattori enzimatici, 
come il piridossale) possono sostituire il gruppo carbonilico nella 
stabilizzazione dei carbocationi. 


dei corpi chetonici durante il catabolismo degli acidi gras- 
si (vedi la Figura 17.19). Intere vie metaboliche sono orga- 
nizzate intorno all’introduzione di un gruppo carbonilico 
in una particolare posizione di una molecola, in modo che 
un legame carbonio-carbonio vicino possa essere formato 
o scisso. In alcuni casi un’immina, o uno specifico cofatto- 
re, come il piridossal fosfato, sostituiscono il gruppo car- 
bonilico nel ruolo di elettron attrattori. 

La formazione del carbocatione che si genera in alcu- 
ne reazioni che formano o scindono i legami C—C avvie- 
ne per eliminazione di un buon gruppo uscente, come il 
pirofosfato (vedi oltre, Reazioni di trasferimento di grup- 
pi). Un esempio è quello della reazione preniltrasferasica 
(Figura 13.5), una delle prime tappe della via di biosinte- 
si del colesterolo. 


Riarrangiamenti interni, isomerizzazioni ed elimina- 
zioni Un altro tipo comune di reazione cellulare consiste 
in un riarrangiamento intramolecolare, in cui la ridistri- 
buzione degli elettroni ha come risultato alterazioni di di- 
verso tipo, senza che si verifichi una variazione nello stato 
di ossidazione della molecola. Per esempio, gruppi diver- 
si appartenenti a una stessa molecola possono andare in- 
contro a reazioni ossidoriduttive, senza che venga modi- 
ficato lo stato di ossidazione della molecola stessa; gruppi 
presenti a livello di doppi legami possono andare incontro 
a riarrangiamenti cis-trans; oppure può cambiare la posi- 
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Figura 13.5 | carbocationi nella formazione del legame CC. 
Durante una delle prime tappe della biosintesi del colesterolo, 
l'enzima prenil trasferasi catalizza la condensazione dell'isopentenil 
pirofosfato e del dimetilallil pirofosfato per formare il geranil 
pirofosfato (vedi la Figura 21.36). La reazione ha inizio con 
l'eliminazione del pirofosfato dal dimetilallil pirofosfato, che 

genera un carbocatione, stabilizzato per risonanza con un adiacente 
legame C=C. 


zione del doppio legame. Un esempio di isomerizzazione 
con ossidoriduzione è la formazione del fruttosio 6-fosfa- 
to dal glucosio 6-fosfato durante la glicolisi (Figura 13.6; la 
reazione è trattata in dettaglio nel Capitolo 14). Il C-1 vie- 
ne ridotto (da aldeide ad alcol) e il C-2 viene ossidato (da 
alcol a chetone). La Figura 13.6b mostra i dettagli dei tra- 
sferimenti elettronici che avvengono in questo tipo di iso- 
merizzazione. Un esempio di riarrangiamento cis-trans è 
quello della reazione catalizzata dalla prolil cis-trans iso- 
merasi nell’avvolgimento di alcune proteine (vedi la Figura 
4.8). Una semplice trasposizione del legame C=C avviene 
durante il metabolismo dell’acido oleico, un comune acido 
grasso (vedi la Figura 1710). Esempi di variazione di posi- 
zione di doppi legami si trovano nella via di sintesi del co- 
lesterolo (vedi la Figura 21.33). 

Un esempio di reazione di eliminazione che non con- 
duce a una variazione dello stato di ossidazione globale è 
quello dell’eliminazione di acqua da un alcol, con forma- 
zione di un legame C=C: 


iù ii 10 i ci 
R—0-CoR == Peme€ 
H RE HO H R; 


Reazioni simili sono quelle di eliminazione di acqua dal- 
le ammine. 


CAPITOLO 13 
530 Bioenergetica e tipi di reazioni biochimiche 


(a) OH H È 

si [IL ? 

i \Sannani 
O OH H OHOHH O 


Glucosio 6-fosfato 


esosio fosfato 
isomerasi 


(b) r 
@ Bj estrae 


un protone. 


Questo consente la 
formazione del doppio 
legame C=C. 


Gli elettroni provenienti 
dal carbonile formano 
un legame O—H con 

lo ione idrogeno 

donato da B.. 


Figura 13.6 Reazioni di isomerizzazione e di eliminazione. 
(a) La conversione del glucosio 6-fosfato a fruttosio-6-fosfato, 
reazione del metabolismo glucidico catalizzata dalla esosio fosfato 
isomerasi. (b) Questa reazione procede attraverso la formazione di 
un enediolo come intermedio. La freccia ricurva in rosso indica il 


Reazioni con radicali liberi Una volta si credeva che 
fosse un evento raro, ma oggi la scissione omolitica dei le- 
gami covalenti per generare radicali liberi è stata riscon- 
trata in un gran numero di processi biochimici: reazioni 
di isomerizzazione, nelle quali intervengono la adeno- 
silcobalamina (vitamina B;) o la S-adenosilmetionina 
che inizia con un radicale 5'-deossiadenosilico (vedi la 
reazione metilmalonil-CoA mutasica nel Box 17.2); al- 
cune reazioni di decarbossilazione dipendenti dalla for- 
mazione di radicali (Figura 13.7); alcune reazioni redut- 
tasiche, come quella catalizzata dalla ribonucleotide re- 
duttasi (vedi la Figura 22.41); e alcune reazioni di riar- 
rangiamento, come quella catalizzata dalla DNA fotolia- 
si (vedi la Figura 25.26). 


Reazioni di trasferimento di gruppi Nelle cellule vi- 
venti il trasferimento di gruppi acilici, glucidici e fosfori- 
ci da un nucleofilo a un altro è un processo molto comu- 
ne. Il trasferimento di un gruppo acilico coinvolge, gene- 
ralmente, l’attacco di un nucleofilo all’atomo di carbonio 
carbonilico di un gruppo acilico, con formazione di un 
intermedio tetraedrico. 


A Ù IA; 1% 
R ( x 7 R 
*Y Intermedio sk 
tetraedrico 


La reazione della chimotripsina è un esempio di trasferi- 
mento di un gruppo acilico (vedi la Figura 6.22). Il trasfe- 
rimento di un gruppo glicosilico comporta una sostituzio- 
ne nucleofilica sull’atomo C-1 dell’anello dello zucchero 
che è l'atomo centrale di un acetale. Inizialmente la sosti- 
tuzione può procedere con la via Sy1 o Sy2 come descritto 
per l'enzima lisozima (vedi la Figura 6.28). 


La: 


H 
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movimento degli elettroni di legame. Le zone in rosso chiaro indicano 
il percorso dell'ossidazione da sinistra a destra. B, e B, sono gruppi 
ionizzabili dell'enzima. Essi sono in grado di donare e accettare 
protoni (agendo come acidi o basi generali) man mano che la 
reazione procede. 


Nelle vie metaboliche il trasferimento di gruppi fosfo- 
rici riveste un ruolo particolare ed è descritto in dettaglio 
nella Sezione 13.3. Una caratteristica generale del meta- 
bolismo è l'attacco di un buon gruppo uscente a un inter- 
medio metabolico in modo da “attivare” l’intermedio per 
le successive reazioni. Gli ortofosfati inorganici (la forma 
ionizzata di H3PO4a pH neutro, una miscela di H,POj e 
HPO{ , abbreviato comunemente P)) e il pirofosfato inor- 
ganico (P.05”, abbreviato PP;) sono tra i migliori grup- 
pi uscenti nelle reazioni di sostituzione nucleofilica; gli 
esteri e le anidridi dell’acido fosforico sono forme attiva- 
te adatte alla reazione. La sostituzione nucleofilica è mag- 
giormente favorita dall’attacco di un gruppo fosforico a 
un gruppo uscente altrimenti inefficace, come il gruppo 
— OH. In centinaia di reazioni metaboliche le sostituzio- 
ni nucleofiliche utilizzano come gruppo uscente il grup- 
po fosforico (—PO5 ). 

Il fosforo può formare cinque legami covalenti. La 
rappresentazione convenzionale del P; (Figura 13.8a) 
con tre legami P—_O e un legame P=°0 non è precisa. 
Nel P; quattro legami equivalenti fosforo-ossigeno pre- 
sentano parziale carattere di doppio legame e l’anione ha 
una struttura tetraedrica (Figura 13.8b). Essendo l’ossi- 
geno più elettronegativo del fosforo, gli elettroni non so- 
no divisi in modo omogeneo: il fosforo centrale presenta 
una parziale carica positiva e si comporta da elettrofilo. 
In un numero elevato di reazioni metaboliche un grup- 
po fosforico (—PO$ ) viene trasferito dall’ATP a un alcol 
(formando un estere fosfato) (Figura 13.8c) o a un acido 
carbossilico (formando un’anidride mista). Quando un 
nucleofilo attacca l'atomo di fosforo elettrofilo dell'ATP, 
come intermedio di reazione si forma una struttura pen- 
tacovalente relativamente stabile (Figura 13.8d); il tra- 
sferimento del gruppo fosforico si completa con il rila- 
scio del gruppo uscente (ADP). I numerosi enzimi che 
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Figura 13.7 Una reazione di decarbossilazione innescata 

dalla formazione di un radicale libero. La biosintesi dell'eme 

(vedi la Figura 22.26) nell'Escherichia coli comprende una tappa di 
decarbossilazione in cui le catene laterali propioniche dell'intermedio 
coproporfirinogeno Ill sono convertite nelle catene laterali viniliche 
del protoporfirinogeno IX. Quando i batteri crescono in condizioni 
anaerobiche, l'enzima ossigeno-indipendente coproporfirinogeno III 
ossidasi, detto anche proteina HemN, catalizza la decarbossilazione 
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catalizzano il trasferimento di un gruppo fosforico forni- 
to dall’ATP vengono chiamati chinasi (dal greco kinein, 
“muovere”). Lesochinasi, per esempio, rimuove un grup- 
po fosforico dall’ATP per inserirlo sul glucosio. 

I gruppi fosforici non sono gli unici composti utilizzati 
come attivatori; i tioalcoli (tioli), in cui l'atomo di ossigeno 


attraverso un meccanismo che produce il radicale libero qui mostrato. 
L'accettore dell'elettrone rilasciato non è ancora noto. Per semplicità 
sono state riportate solo le porzioni rilevanti delle molecole del 
coproporfirinogeno III e del protoporfirinogeno; le strutture 
complete sono mostrate nella Figura 22.26. Quando E. coli viene fatto 
crescere in presenza di ossigeno, questa reazione avviene attraverso 
una decarbossilazione ossidativa, catalizzata da un altro enzima. 


Figura 13.8 Trasferimenti del gruppo fosforico: alcuni dei 
partecipanti. (a) In un tipo di rappresentazione (non corretta) del P;, 
tre atomi di ossigeno sono legati al fosforo con un legame singolo, 
mentre il quarto ossigeno forma un doppio legame. Sono mostrate le 
quattro strutture di risonanza consentite da questa struttura. 

(b) Le quattro strutture di risonanza possono essere rappresentate 

in modo più accurato evidenziando tutti e quattro i legami fosforo- 
ossigeno come quattro pseudo-doppi legami. Gli orbitali ibridi così 
rappresentati sono organizzati in un tetraedro con il P al centro. 

(c) Quando un nucleofilo Z (in questo caso il gruppo ossidrilico -—OH 
sul C-6 del glucosio) attacca l'ATP, viene spiazzato l’ADP (W). In questa 
reazione di sostituzione Sy2 (d) si forma un intermedio transitorio 
pentacovalente. 


di un alcol è sostituito da un atomo di zolfo, sono anch’es- 
si buoni gruppi uscenti. I tioli attivano gli acidi carbossi- 
lici formando composti tioestere. Vedremo numerosi ca- 
si, tra cui le reazioni catalizzate dalle acil sintasi nella sin- 
tesi dei lipidi (vedi la Figura 21.2), nei quali la sostituzio- 
ne nucleofilica sull’atomo di carbonio carbossilico di un 
tioestere si conclude col trasferimento del gruppo acile a 
un’altra molecola. 


Reazioni di ossidoriduzione Gli atomi di carbonio pos- 
sono trovarsi in cinque stati di ossidazione, a seconda degli 
elementi con cui condividono gli elettroni (Figura 13.9). La 
transizione da uno stato di ossidazione all’altro è di crucia- 
le importanza nel metabolismo (le reazioni di ossidoridu- 
zione sono l’argomento centrale della Sezione 13.4). Nel 
corso di molte ossidazioni biologiche un composto perde 
due elettroni e due ioni idrogeno (cioè due atomi di idro- 
geno); queste reazioni sono comunemente chiamate dei- 
drogenazioni, e gli enzimi che le catalizzano deidrogenasi 
(Figura 13.10). In alcune ossidazioni biologiche, anche se 
non in tutte, un atomo di carbonio si lega covalentemente 
a un atomo di ossigeno. Gli enzimi che catalizzano queste 
ossidazioni vengono generalmente chiamati ossidasi, 0, se 
l'atomo di ossigeno deriva direttamente dall’ossigeno mo- 
lecolare (0), ossigenasi. 
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Figura 13.9 Stati di ossidazione del carbonio nelle molecole 
biologiche. Ogni composto è formato dall'ossidazione dell'atomo di 
carbonio (rosso) nel composto indicato immediatamente al di sopra. 
Nei sistemi viventi la forma più ossidata del carbonio è l'anidride 
carbonica (biossido di carbonio). 
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Figura 13.10 Una reazione di ossidoriduzione. Nella 

figura è mostrata l'ossidazione del lattato a piruvato. In questa 
deidrogenazione, due elettroni e due ioni idrogeno (l'equivalente di 
due atomi di idrogeno) sono rimossi dal carbonio 2 del lattato, un 
alcol, formando piruvato, un chetone. Nella cellula questa reazione 
è catalizzata dalla lattato deidrogenasi e gli elettroni sono trasferiti a 
un cofattore chiamato nicotinammide adenin dinucleotide. Questa 
reazione è completamente reversibile; il piruvato può essere ridotto 
da elettroni donati dal cofattore. 


Ogni ossidazione è accompagnata da una riduzione, 
nella quale un accettore di elettroni acquista gli elettroni 
rimossi dall’ossidazione. Le reazioni di ossidazione gene- 
ralmente rilasciano energia (si pensi agli incendi boschivi: 
i componenti del legno vengono ossidati dalle molecole di 
ossigeno presenti nell’aria). La maggior parte delle cellule 
viventi ottiene l'energia necessaria per il lavoro cellulare 
dall’ossidazione dei combustibili metabolici, come i carboi- 
drati e i grassi (gli organismi fotosintetici possono anche 
assorbire e utilizzare l'energia solare). Le vie cataboliche 
(che rendono disponibile energia), descritte dal Capitolo 
14 al 19, sono sequenze di reazioni ossidative che consisto- 
no nel trasferimento di elettroni dalle molecole combusti- 
bili, attraverso una serie di trasportatori di elettroni, fino 
all’ossigeno. elevata affinità dell’O, per gli elettroni ren- 
de il processo di trasferimento degli elettroni esoergonico 
nel suo insieme e fornisce l'energia necessaria per la sin- 
tesi dell’ATP il fine ultimo del catabolismo. 

Molte delle reazioni che rientrano nelle cinque classi 
vengono favorite da cofattori, sotto forma di coenzimi 0 
metalli (come per esempio la vitamina B;2, la S-adenosil- 
metionina, il folato, la nicotinammide e il ferro). I cofat- 
tori si legano agli enzimi, in qualche caso reversibilmente, 
in altri casi quasi irreversibilmente, e conferiscono loro la 
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capacità di promuovere particolari reazioni (pagina 198). 
La maggior parte dei cofattori partecipa a un limitato nu- 
mero di reazioni, strettamente correlate tra loro. Nei pros- 
simi capitoli introdurremo e discuteremo ciascun impor- 
tante cofattore al momento in cui incontreremo la prima 
reazione alla quale partecipa. Le reazioni a cui i cofattori 
partecipano sono generalmente correlate dal punto di vi- 
sta del meccanismo d’azione il che consente quindi, con- 
siderando anche i cofattori, di organizzare meglio lo stu- 
dio della biochimica. 


e Le equazioni chimiche e quelle biochimiche 
non sono identiche 

I biochimici scrivono equazioni metaboliche in un modo 
semplificato, e ciò è particolarmente evidente nelle reazio- 
ni che coinvolgono LATP I composti fosforilati possono tro- 
varsi in vari stati di ionizzazione e, come abbiamo notato, 
le varie specie possono legare Mg°*. Per esempio, a pH 7 
e con Mg°* 2 mw, l’ATP è sotto forma di ATP*”, HATP*, 
H,ATP°-, MgHATP" e Mg;ATP Essendo interessati soprat- 
tutto al ruolo biologico dell’ATP tutti questi dettagli posso- 
no essere trascurati e quindi possiamo considerare l’ATP 
come l’insieme di tutte queste specie e scrivere la sua rea- 
zione di idrolisi come l'equazione biochimica 


ATP + H},0—> ADP + P; 


dove ATP, ADP e P; sono le somme delle varie specie pre- 
senti nella reazione. La corrispondente costante di equili- 
brio standard, K'., = [ADP][P;]/[ATP], dipende dal pH e 
dalle concentrazioni di Mg?* libero. Si noti che H* e Mg?* 
non compaiono nell’equazione biochimica, perché le loro 
concentrazioni sono considerate costanti. Quindi in una 
equazione biochimica non vengono necessariamente bi- 
lanciati l’H, Mg, o le cariche, anche se vengono bilanciati 
tutti gli altri elementi coinvolti nella reazione (il C, PO e il 
P nell'equazione riportata sopra). 

Possiamo scrivere un’equazione chimica in cui tutti gli 
elementi e tutte le cariche siano bilanciati. Per esempio, 
quando l’ATP viene idrolizzato in assenza di Mg°* e a un 
pH di circa 8,5, la reazione chimica viene così rappresen- 
tata: 


ATP* + H}0 —> ADP* + HPO7 + H* 


La corrispondente costante di equilibrio K'.g = [ADP* ] 
[HPO, ] [H*] / [ATP4 ] dipende solamente dalla tem- 
peratura, dalla pressione e dalla concentrazione ionica. 
In biochimica si possono usare entrambi i modi per scri- 
vere le reazioni metaboliche. Dobbiamo usare equazioni 
chimiche se vogliamo tenere conto di tutti gli atomi e di 
tutte le cariche di una reazione, come quando, per esem- 
pio, stiamo analizzando il meccanismo di una reazione 
chimica. Utilizziamo, invece, equazioni di tipo biochimi- 
co quando vogliamo determinare la direzione spontanea 
di una certa reazione, a un determinato pH e a una data 
concentrazione di Mg°*, oppure per calcolare la costan- 
te di equilibrio. 

In questo testo adoperiamo equazioni di tipo biochimi- 
co, a meno che non si stia analizzando un meccanismo chi- 
mico, e usiamo valori di AG'° e di K',j determinati a pH 7 e 
a una concentrazione di Mg°* pari a 1 mm. 
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SOMMARIO 13.2 
Logica chimica e reazioni biochimiche più 
comuni 

e I sistemi viventi utilizzano un gran numero di reazio- 
ni chimiche che possono essere classificate in cinque 
gruppi generali. 

* I gruppi carbonilici svolgono un ruolo speciale nelle 
reazioni che formano o scindono i legami C—C. La for- 
mazione di intermedi carbanionici è abbastanza comu- 
ne. I carbanioni sono stabilizzati da gruppi carbonilici 
adiacenti e, meno spesso, da immine o da alcuni cofat- 
tori. 

* Una ridistribuzione elettronica può produrre riarran- 
giamenti interni, isomerizzazioni ed eliminazioni. Tali 
reazioni includono ossidoriduzioni intramolecolari, va- 
riazioni nelle disposizioni dei gruppi in cis-trans a livel- 
lo dei doppi legami e trasposizioni dei doppi legami. 

e La scissione omolitica dei legami covalenti che genera 
radicali liberi avviene in alcune vie metaboliche, e in- 
teressa certe reazioni di isomerizzazione, decarbossila- 
zione, riduzione e particolari riarrangiamenti moleco- 
lari. 

e Le reazioni di trasferimento di gruppi fosforici appar- 
tengono all’insieme delle reazioni di trasferimento di 
gruppo. Esse servono ad attivare molecole per reazioni 
che sarebbero altrimenti fortemente sfavorite. 

e Le reazioni di ossidoriduzione comportano la perdita 0 
l'acquisto di elettroni. Un reagente acquista elettroni e 
si riduce. L’altro perde elettroni e si ossida. Le reazioni 
di ossidazione in genere rilasciano energia e svolgono 
un ruolo importante nel catabolismo. 


Trasferimenti di gruppi fosforici e ATP 


Dopo aver sviluppato alcuni principi fondamentali del- 
le variazioni di energia nei sistemi chimici e riviste le più 
comuni classi di reazioni, possiamo ora esaminare il ciclo 
energetico nelle cellule e la speciale funzione dell’ATP co- 
me valuta energetica comune che collega il catabolismo 
e l’anabolismo (vedi la Figura 1.29). Le cellule eterotro- 
fe ottengono energia libera in forma chimica mediante il 
catabolismo delle molecole di sostanze nutrienti e usano 
questa energia per produrre ATP a partire da ADP e P.. 
LATP dona poi una parte della sua energia libera ai pro- 
cessi endoergonici, come la sintesi di intermedi metabo- 
lici e di macromolecole da precursori semplici, il traspor- 
to di sostanze attraverso le membrane contro un gradien- 
te di concentrazione e il movimento meccanico. Questa 
donazione di energia da parte dell’ATP in genere avviene 
attraverso la partecipazione covalente dell'ATP alla rea- 
zione che deve essere guidata o favorita, con il risultato 
finale che l’ATP viene così convertito in ADP e P; oppu- 
re in AMP e 2P;. Vedremo ora quali sono le basi chimiche 
della grande variazione di energia libera che accompa- 
gna l’idrolisi dell'ATP e di altri composti ad alta energia 
contenenti gruppi fosforici. Potremo osservare che nella 
maggior parte dei casi in cui si ha la donazione di energia 
da parte dell'ATP è coinvolto anche il trasferimento di un 
gruppo e non la semplice idrolisi dell’ATP. Per illustrare il 
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numero di trasduzioni energetiche a cui partecipa l’ATP, 
dobbiamo pensare a tutti i processi coinvolti nella sintesi 
di macromolecole ricche di informazioni, nel trasporto di 
soluti attraverso le membrane e nel movimento prodotto 
dalla contrazione muscolare. 


e  Lavariazione di energia libera dell’idrolisi dell'ATP 

ha un valore molto negativo 
Nella Figura 13.11 sono sintetizzate le basi chimiche che 
possono spiegare la grande variazione di energia libe- 
ra standard di segno negativo che accompagna l’idrolisi 


O 
_ ip I__; 
O—-P_O—-P_0—P_—-0. Rib | Adenina 
DA 
H ui 0° si ATPÎ 
H 
î ) idrolisi, 
& 2" | con diminuzione 
O—P_OK * della repulsione 
P da tra le cariche 
Ù A 
stabilizzazione 


per risonanza 


d= _|3- 


feu-P_oia* 


a v 
TI 
HO P o) P o- Rib  Adenina 
OO° (CI ADP?7 
| | ionizzazione 


O O 
RO O 
a i 


P o-— Rib ll Adenina 
O OO° ADP37 


ATP 4 + H,0 —> ADP? + HPO7 + H° 
AG'° = —30,5 kJ/mole 


Figura 13.11 Le basi chimiche della grande variazione di 
energia libera associata all’idrolisi dell’ATP.© La repulsione 
elettrostatica tra le quattro cariche negative dell'ATP diminuisce a 
seguito della separazione delle cariche che si ha dopo l'idrolisi. 

© Il fosfato inorganico (P;) rilasciato dall'idrolisi viene stabilizzato 
dalla formazione di un ibrido di risonanza in cui ciascuno dei quattro 
legami P—O ha lo stesso grado di doppio legame e lo ione idrogeno 
non è sempre legato allo stesso atomo di ossigeno. (Una certa 
stabilizzazione per risonanza avviene anche nei gruppi fosforici 

legati coinvolti negli esteri o nelle anidridi, ma il numero di forme di 
risonanza possibili è inferiore rispetto a quelle del P;). Un terzo fattore 
(non mostrato) che favorisce l'idrolisi dell'ATP è rappresentato dal 
maggior grado di solvatazione (idratazione) che presentano i prodotti 
rispetto allATP, fenomeno che stabilizza ulteriormente i prodotti della 
reazione rispetto ai reagenti. 
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M Tabella 13.5 Concentrazioni dei nucleotidi adeninici, del fosfato î o î EDS 
inorganico e della fosfocreatina in alcuni tipi di cellule “0—P-0—P—0—P—0—Rib |! Adenina | 
Concentrazione (mm)* fon de 0° MgATP 2- 
ATP ADP' AMP P; PCr gl 

Epatocita di ratto 3,38 1,32 0,29 4,8 0 

Miocita di ratto 8,05 0,93 0,04 8,05 28 î 

Neurone di ratto 2,59 0,73 0,06 2,72 4,7 “0—P—0—P—0— Rib — Adenina 

Eritrocita umano 2,25 0,25 0,02 1,65 0 he da MgADP_ 

Cellula di E. coli 790 1,04 0,82 79 0 ug* 


Per gli eritrociti le concentrazioni sono quelle del citosol (gli eritrociti umani sono privi di nu- 


cleo e di mitocondri). Negli altri tipi di cellule i dati si riferiscono all’intero contenuto della cellu- 
la, anche se il citosol e i mitocondri hanno concentrazioni molto diverse di ADP. La fosfocreatina 


(PCr) verrà esaminata in seguito, p. 542. 


* Questo valore rappresenta la concentrazione totale; la concentrazione reale di ADP libero può 


essere molto minore (vedi testo). 


di ATP La scissione idrolitica del legame anidridico (fo- 
sfoanidridico), che impegna il gruppo fosforico terminale 
dell’ATP determina l’allontanamento di uno dei tre grup- 
pi fosforici carichi negativamente e quindi rimuove dalla 
molecola alcune delle repulsioni elettrostatiche; il grup- 
po P; (HPO{ ) rilasciato dalla reazione di idrolisi viene 
stabilizzato dalla formazione di alcune forme di risonan- 
za che non sono possibili se il gruppo è inserito nella mo- 
lecola dell'ATP 

La variazione di energia libera della reazione di idroli- 
si dell'ATP è di — 30,5 kJ/mole in condizioni standard, ma 
la reale energia libera di idrolisi (AG) dell'ATP nella cellu- 
la vivente è molto diversa: le concentrazioni intracellulari 
dell’ATP, dell’ADP e del P; non sono uguali, e ben più basse 
della concentrazione 1 m delle condizioni standard (Tabel- 
la 13.5). Inoltre, l'’Mg°* del citosol si lega all’ATP e all’ADP 
(Figura 13.12), e per la maggior parte delle reazioni enzi- 
matiche che utilizzano l’ATP come donatore del gruppo fo- 
sforico il vero substrato è ’MgATP?”. Il AG”° che interessa 
è quindi quello della reazione di idrolisi dell’ MgATP?. Noi 
calcoleremo il AG di idrolisi dell’ATP utilizzando i dati ri- 
portati nella Tabella 13.5. Eenergia libera reale per l’idro- 
lisi dell’ATP in condizioni intracellulari viene spesso chia- 
mata potenziale di fosforilazione, AG}. 


È Calcolo del AG, 


Calcolate l'energia libera reale della reazione di idrolisi 
dell’ATB AG,, negli eritrociti umani. La variazione di ener- 
gia libera standard dell’idrolisi dell’ATP è di —30,5 kJ/mo- 
le, le concentrazioni di ATP, ADP e P; sono quelle riporta- 
te nella Tabella 13.5. Si supponga che il pH sia 70 e che la 
temperatura sia di 37 °C (la temperatura corporea). In ba- 
se a questi dati, quale sarà l’energia necessaria per sintetiz- 
zare ATP nelle stesse condizioni intracellulari? 


Soluzione Le concentrazioni di ATP, ADP e P; degli eri- 
trociti umani sono 2,25, 0,25, e 1,65 mm, rispettivamente. 
L’energia libera di idrolisi dell’ATP in queste condizioni è 
data dalla relazione (vedi l’Equazione 13.4) 

[ADP]P;] 


AG, = AG" + RT In Tp] & 


Figura 13.12 Mg?* e ATP. La formazione del 
complesso con l'Mg?* maschera parzialmente le 
cariche negative e influenza la conformazione dei 
gruppi fosforici in nucleotidi come l’ATP e l'ADP. 


Sostituendo i valori appropriati otteniamo 


AG, = -30,5 kJ/mole + 


(8,315 J/mole-K)(310 K) In (0:25 X10_9)(1,65 x10_?) 
2,25 X 103 
= —30,5 kJ/mole + (2,58 kJ/mole) In 1,8 X 1074 
= —30,5 kJ/mole + (2,58 kJ/mole)(—8,6) 
—30,5 kJ/mole — 22 kJ/mole 
= —52 kJ/mole 


(Si noti che il valore nella risposta finale è stato arroton- 
dato (52,5 cambiato in 52) seguendo la regola di arroton- 
dare la cifra 5 al numero intero più basso invece della con- 
sueta tendenza ad arrotondare verso l’alto). Il AG,, la va- 
riazione di energia libera reale della reazione di idrolisi 
dell'ATP negli eritrociti intatti (-52 kJ/mole), è molto più 
elevato della variazione di energia libera standard (—30,5 
kJ/mole). Quindi, l'energia libera necessaria per sintetiz- 
zare ATP da ADP e P; nelle condizioni eritrocitarie sareb- 
be di 52 kJ/mole. 


Poiché le concentrazioni di ATP, ADP e P; differiscono da 
un tipo di cellula all’altro, il AG, per l’ATP varia di con- 
seguenza da cellula a cellula. Inoltre, in uno stesso tipo 
di cellula, il AG, può variare nel tempo, a seconda delle 
condizioni metaboliche della cellula e dell’influenza che 
queste hanno sulle concentrazioni dell’ATP, dell’ADP, del 
P; e dell’H* (pH). Quindi bisogna sempre tener presente 
che è possibile calcolare la variazione di energia libera di 
una reazione cellulare, purché si conoscano le concentra- 
zioni di tutti i reagenti e di tutti prodotti, nonché di tutti 
gli altri fattori (come il pH, la temperatura e la [Mg °*]), 
che possono interferire sulla variazione di energia libe- 
ra reale. 

A complicare ulteriormente le cose, le concentrazio- 
ni intracellulari totali di ATP, ADP, P; e H* possono essere 
abbastanza diverse dalle concentrazioni dei composti allo 
stato libero, che sono quelle che interessano dal punto di 
vista termodinamico. La differenza è dovuta al fatto che 
ATB ADP e P; si associano alle proteine cellulari. Per esem- 
pio, i valori delle misure della concentrazione dell’ADP li- 
bero nel muscolo variano tra 1 e 37 ym. Usando un valo- 
re di 25 pm nell’Esercizio svolto 13.2, si ottiene un valore 
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di AG, pari a -64 kJ/mole. Il valore esatto del AG,, però, è 
meno interessante della generalizzazione che si può fare 
sulla variazione reale di energia libera: in vivo, l'energia ri- 
lasciata dall’idrolisi dell’ATP è maggiore della variazione 
dell'energia libera standard, AG”°. 

Di qui in avanti ci riferiremo sempre al valore di AG'° 
per l’idrolisi dell’ATP, perché ci permette di confrontarlo, 
su una base comune, con l’energetica di altre reazioni cel- 
lulari. Si tenga però sempre presente che nelle cellule vi- 
venti è il AG il parametro rilevante per la reazione di idro- 
lisi dell'ATP e per tutte le altre reazioni, che può essere an- 
che molto diverso dal AG”°. 

Dobbiamo ora trattare un punto importante che riguar- 
da i livelli cellulari dell’ATP Abbiamo visto (e ne discutere- 
mo ancora) come le proprietà chimiche dell’ATP rendano 
questa molecola particolarmente adatta a fungere da mo- 
neta per gli scambi energetici cellulari. Ma non sono solo le 
proprietà chimiche intrinseche della molecola che conferi- 
scono all’ATP la capacità di partecipare a molte reazioni del 
metabolismo e a processi che richiedono energia. Ancora 
più importante è che, nel corso dell’evoluzione, vi sia stata 
una forte pressione selettiva nei riguardi di meccanismi re- 
golatori che mantengono le concentrazioni dell'ATP ben al di 
sopra di quelle che corrispondono alle concentrazioni all’equi- 
librio per la reazione di idrolisi. Quando il livello dell'ATP 
scende, non solo diminuisce la quantità di combustibile, 
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ma il combustibile stesso perde la sua potenza: il suo AG di 
idrolisi (cioè il suo potenziale di fosforilazione AG,) dimi- 
nuisce. Man mano che andremo avanti con la discussione 
sulle vie metaboliche che producono e che consumano ATB 
apparirà sempre più chiaro che le cellule hanno sviluppato 
meccanismi elaborati per mantenere elevata la concentra- 
zione dell'ATP, meccanismi che talora potranno apparirci 
anche troppo sofisticati e perfino privi di senso. 

e Altri composti fosforilati e i tioesteri hanno un'energia 
libera di idrolisi molto elevata 

Il fosfoenolpiruvato (PEP; Figura 13.13) contiene un 
gruppo fosforico legato con un legame estere che può 
andare incontro a idrolisi generando la forma enolica 
del piruvato; quest’ultima tautomerizza immediatamen- 
te nella forma chetonica più stabile. Poiché il prodotto 
dell’idrolisi (piruvato) può avere due forme tautomeri- 
che (enolica e chetonica), mentre il reagente (PEP) ha 
una sola forma (enolica), il prodotto risulta più stabile 
del reagente. Questo è il motivo principale dell'elevata 
energia libera standard di idrolisi del fosfoenolpiruvato: 
AG'° = — 61,9 kJ/mole. 

Un altro composto a tre atomi di carbonio, 1'1,3-bisfo- 
sfoglicerato (Figura 13.14), contiene un legame anidridico 
tra il gruppo carbossilico sull’atomo C-1 e un acido fosfori- 
co. L’idrolisi di questo acil fosfato è accompagnata da una 
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PEPÎ + H,0 —> piruvato + HPO7" 
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Figura 13.13 Idrolisi del fosfoenolpiruvato (PEP). Questa 
reazione, catalizzata dalla piruvato chinasi, è seguita dalla 
tautomerizzazione spontanea del prodotto, il piruvato. La 
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tautomerizzazione non è possibile nel fosfoenolpiruvato e quindi 
il prodotto dell'idrolisi è più stabile del reagente. Si ha anche una 
stabilizzazione per risonanza del P;, come mostrato nella Figura 13.11. 


0. Do stabilizzazione Figura 13.14 Idrolisi 
Dei PErTisonanza dell’1,3-bisfosfoglicerato. 
Il prodotto diretto dell'idrolisi è il 
CHOH 3-fosfoglicerato con un gruppo 
CH, carbossilico non dissociato. La 
sua dissociazione permette 
O la formazione di strutture di 
0—P=0 risonanza che rendono possibile 
0- la stabilizzazione dei prodotti 


della reazione idrolitica rispetto ai 
reagenti. Un ulteriore contributo 
alla variazione di energia libera 
deriva dalla stabilizzazione per 
risonanza del P,. 


3-Fosfoglicerato 
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C007 CO007 CO07 Figura 13.15 Idrolisi della 
| | s* | fosfocreatina. La rottura del 
î H se H30 Cla H, N, ea legame P—N della fosfocreatina 
0—P_N—C—N—CH; ET av H,N—C—N—CH; perno }e=N CHy produce creatina, che forma un 
6- “la ne P, “ha, n EN ibrido di risonanza e quindi viene 
z i 2 è stabilizzata. Anche l’altro prodotto, 
Fosfocreatina Creatina 


il P,, è stabilizzato per risonanza. 


Fosfocreatina”7 + H,0 —> creatina + Pes 


AG'° = —43,0 kJ/mole 


grande variazione di energia libera standard di segno nega- 
tivo (AG'° = —49,3 kJ/mole), che può essere spiegata sulla 
base delle caratteristiche strutturali del reagente e dei pro- 
dotti della reazione. Quando viene aggiunta una molecola 
di acqua al legame anidridico dell’1,3-bisfosfoglicerato, uno 
dei prodotti, l’acido 3-fosfoglicerico, può perdere immedia- 
tamente un protone. La rimozione di questo prodotto spin- 
ge avanti la reazione e si ha la formazione di uno ione car- 
bossilato (il 3-fosfoglicerato), che ha due forme di risonan- 
za ugualmente probabili (Figura 13.14). La rimozione del 
prodotto (l'acido 3-fosfoglicerico) e la formazione dello io- 
ne stabilizzato per risonanza favorisce la reazione in avanti. 

Nella fosfocreatina (Figura 13.15) il legame P_N può es- 
sere idrolizzato per generare creatina libera e P;. Come nei 
casi precedenti, la reazione è spinta in avanti in quanto il 
P; e la creatina libera rilasciati durante la reazione possono 
esistere in diverse forme di risonanza. Il valore della varia- 
zione di energia libera standard di questa reazione è piut- 
tosto elevato, intorno a -43 kJ/mole. 

In tutte queste reazioni che liberano P,, le diverse for- 
me di risonanza che P; può assumere (Figura 13.11) rendo- 
no più stabile questo prodotto rispetto al reagente e con- 
tribuiscono ulteriormente a generare una variazione ne- 
gativa di energia libera standard. La Tabella 13.6 riporta 
un elenco delle variazioni di energia libera standard di 
idrolisi di un certo numero di composti fosforilati di inte- 
resse biologico. 

Anche i tioesteri, composti nei quali l'atomo di ossige- 
no del legame estere è sostituito da un atomo di zolfo, pos- 
siedono un'energia libera di idrolisi negativa ed elevata. 

Lacetil-coenzima A o acetil-CoA (Figura 13.16) è un 
tioestere che incontreremo spesso nei capitoli seguenti. In 
questi composti il gruppo acilico viene attivato per essere 
utilizzato in reazioni di transacilazione, condensazione e 
ossidoriduzione. I tioesteri vanno incontro a una minore 
stabilizzazione per risonanza degli esteri normali, conte- 
nenti ossigeno al posto dello zolfo. Di conseguenza, la dif- 
ferenza di energia libera tra il reagente e i suoi prodotti di 
reazione, che sono stabilizzati per risonanza, è maggiore 
peri tioesteri che per gli esteri contenenti ossigeno (Figu- 
ra 13.17). In ambedue i casi, l’idrolisi dell’estere genera 


Figura 13.16 Idrolisi dell’acetil-coenzima A. L'acetil-coenzima A è 
un tioestere con un'energia libera di idrolisi molto negativa. | tioesteri 
contengono un atomo di zolfo nella posizione in cui in un estere è 
presente un atomo di ossigeno. La struttura completa del coenzima A 
(CoA o COASH) è mostrata nella Figura 8.38. 


BM Tabella 13.6 Energie libere standard di idrolisi di alcuni 
composti fosforilati e dell'acetil-coenzima A 
(un tioestere) 


AG”° 
(kJ/mole) (kcal/mole) 
Fosfoenolpiruvato -61,9 -14,8 
1,3-Bisfosfoglicerato (+ 3-fosfoglicerato + P;) -49,3 -11,8 
Fosfocreatina -43,0 -10,3 
ADP (> AMP+P)) -32,8 -78 
ATP (> ADP+P,) -30,5 -73 
ATP (> AMP+PP)) -45,6 -10,9 
AMP (+ adenosina + P;) -14,2 -3,4 
PP;(>2P)) -19,2 -4,0 
Glucosio 3-fosfato -20,9 -5,0 
Fruttosio 6-fosfato -15,9 -3,8 
Glucosio 6-fosfato -13,8 -3,3 
Glicerolo 3-fosfato -92 -2,2 
Acetil-CoA -314 -75 


Fonte: la maggior parte dei dati sono stati tratti da Jencks, W.P. (1976), in 
Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, 3° ed. (Fasman, G.D., curato- 
re), Physical and Chemical Data, Vol. I, pp. 296-304, CRC Press, Boca Raton, FL. 
Il valore dell’energia libera di idrolisi del PP; è tratto da Frey, P.A. e Arabshahi, 
A. (1995), “Standard free-energy change for the hydrolysis of the a-B- 
phosphoanhydride bridge in ATP”, Biochemistry 34, pp. 11307-11310. 


Po 


CH3s-C Acetil-CoA 


S-CoA 
H0 x idrolisi 
'- CoASH 


Acido acetico 


OH 


Acetato 
stabilizzazione 
per risonanza 


Acetil-CoA + H,0 —— acetato” + CoA + H* 
AG'° = —31,4 kJ/mole 


© 978-88-08-26148-9 


CAPITOLO 13 


Bioenergetica e tipi di reazioni biochimiche 


un acido carbossilico, che si ionizza, assumendo diverse 
forme di risonanza. L'insieme di questi fattori produce un 
AG'° di idrolisi fortemente negativo per l’idrolisi dell’ace- 
til-CoA (-31,4 kJ/mole). 

Riassumendo, i composti con un'energia libera di idro- 
lisi molto negativa generano prodotti più stabili dei reagen- 
ti per uno o più dei seguenti motivi: (1) la tensione di le- 
game nei reagenti, dovuta a repulsione elettrostatica, di- 
minuisce a seguito della separazione delle cariche, come 
nel caso dell’ATP; (2) i prodotti sono stabilizzati mediante 
ionizzazione, come nel caso dell'ATP, degli acidi fosforici 
e dei tioesteri; (3) i prodotti sono stabilizzati per isomeriz- 
zazione (tautomerizzazione), come per il fosfoenolpiruva- 
to; (4) i prodotti sono stabilizzati per risonanza, come la 
creatina che si forma dalla fosfocreatina, lo ione carbossi- 
lato che si forma dalla scissione degli acilfosfato e dei tio- 
esteri, e il fosfato inorganico (P;) che si forma dalla rottu- 
ra di legami estere e anidridici. 


e LATP fornisce energia mediante trasferimenti di gruppi, 
non per semplice idrolisi 

In questo testo incontreremo molte reazioni o processi che 
ricevono energia dall’ATP Il contributo dell’ATP a que- 
ste reazioni è indicato semplicemente, come nella Figu- 
ra 13.18a, con una freccia che punta verso la sua conver- 
sione in ADP e P; (oppure in alcuni casi in AMP e pirofo- 
sfato, PP;). Quando sono scritte in questo modo, le reazio- 
ni dell'ATP sembrano semplici reazioni di idrolisi, in cui 
l’acqua rimuove il P; o PP;; si è tentati di dire che una rea- 
zione ATP-dipendente è “guidata o favorita dall’idrolisi 
dell’ATP”. In effetti non è così. Lidrolisi di ATP di per sé li- 
bera solo calore, che non può essere utilizzato in un siste- 
ma isotermico per guidare un processo chimico. La frec- 
cia di reazione singola, come quella riportata nella Figura 
13.18a, rappresenta quasi sempre un processo a due tappe 
(Figura 13.18b), in cui una parte della molecola dell'ATP, 
il gruppo fosforico o l’adenilato, viene prima trasferita a 
una molecola di substrato o a un residuo amminoacidico 
di un enzima. Il trasferimento di questi gruppi tramite la 
formazione di un legame covalente porta anche all’aumen- 
to del contenuto in energia libera del substrato o dell’enzi- 
ma. Nella seconda fase, l’unità contenente il gruppo fosfo- 
rico, trasferita nella prima fase, viene rilasciata generan- 


: Pe Figura 13.17 Energia libera di 
__ Stabilizzazione dell’estere idrolisi dei ti ie degli . 
O normale per risonanza idrolisi dei tioesteri e degli esteri. 
VA | prodotti di entrambi i tipi di idrolisi 
CHg E hanno circa lo stesso contenuto 
N S—R pp in energia libera (G), ma i tioesteri 
3 De, Sbizzaniia: de partono da un livello più alto rispetto a 
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bro I » — 
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5 di idrolisi O-R > consente una stabilizzazione per 
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AG di idrolisi sui i species 
del legame estere questa sovrapposizione di orbitali è 
i y molto scarsa tra gli atomi S e C, per 
7° / cui si ha poca stabilizzazione per 
CHg—C + RT—SH CH sO + R—_OH risonanza. 
OH OH 


do P;, PP; 0 AMP Quindi, l’ATP partecipa covalentemente 
alla reazione catalizzata enzimaticamente a cui deve for- 
nire energia libera. 

Vi è però un’eccezione importante a questa generaliz- 
zazione: alcuni processi utilizzano direttamente l'energia di 
idrolisi di ATP (o di GTP). Per esempio, il legame non cova- 
lente dell'ATP (o del GTP), seguito dall’idrolisi ad ADP (0 
GDP) e P,, può fornire a una proteina l’energia necessaria 
per passare da una conformazione a un’altra, producendo 
un movimento, come nella contrazione muscolare (vedi la 
Figura 5.31) o nello spostamento degli enzimi lungo la mo- 


| (a) Scritta come una reazione a una tappa | 
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Figura 13.18 L'idrolisi dell'ATP avviene in due fasi. 

(a) La partecipazione dell'ATP a una reazione chimica viene spesso 
rappresentata come una singola tappa, ma molto spesso il processo 
è a due tappe, come quello mostrato nella figura per la reazione ATP- 
dipendente catalizzata dalla glutammina sintetasi (b). 

@ Un gruppo fosforico viene prima trasferito dall'ATP al glutammato, 
quindi @ viene sostituito da NH; e il P; viene rilasciato. 
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lecola di DNA (vedi la Figura 25.31) o dei ribosomi lungo 
RNA messaggero (vedi la Figura 2731). Anche le reazio- 
ni dipendenti da energia catalizzate da elicasi, dalla pro- 
teina RecA e da alcune topoisomerasi (Capitolo 25) sono 
strettamente legate all’idrolisi dei legami fosfoanidridici. 
Le AAA+ ATPasi, coinvolte nella replicazione del DNA e 
in altri processi descritti nel Capitolo 25, utilizzano l’idro- 
lisi dell'ATP per convertire ciclicamente le proteine a cui 
si associano da una forma inattiva a una attiva. Le protei- 
ne che legano il GTP e che intervengono nei meccanismi 
di trasduzione del segnale idrolizzano direttamente il GTP 
per produrre i cambiamenti conformazionali necessari per 
lo spegnimento dei segnali trasmessi da ormoni o da altri 
fattori cellulari (Capitolo 12). 

I composti fosforilati presenti negli organismi viventi 
possono essere suddivisi convenzionalmente in due grup- 
pi, basandosi sulle loro energie libere standard di idrolisi 
(Figura 13.19). I composti “ad alta energia” hanno un AG'° 
di idrolisi negativo, con un valore più negativo di —25 kJ/ 
mole, i composti “a bassa energia” hanno un AG’° nega- 
tivo, ma con un valore meno negativo di — 25 kJ/mole. 
Quindi, ’ATP che ha un AG”° di idrolisi pari a —30,5 kJ/mole 
(-7,3 kcal/mole), è un composto ad alta energia; il glu- 
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Figura 13.19 Classificazione dei composti fosforilati in base alle 
loro energie libere standard di idrolisi. Il flusso dei gruppi fosforici, 
rappresentati dal simbolo (P), parte da donatori ad alta energia, 
giungendo attraverso l'ATP fino alle molecole accettrici (Come 
glucosio e glicerolo), con formazione dei loro derivati fosforilati a 
bassa energia. (La posizione di ciascun composto che dona il gruppo 
fosforico lungo la scala indica approssimativamente il AG”° di idrolisi.) 
Questo flusso dei gruppi fosforici, catalizzato da enzimi chiamati 
chinasi, procede nelle condizioni intracellulari con una perdita 
complessiva di energia libera. L'idrolisi di composti fosforilati a bassa 
energia rilascia il P,, che ha un potenziale di trasferimento di gruppo 
ancora più basso (come definito nel testo). 
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cosio 6-fosfato, che ha un AG”° di idrolisi di 13,8 kJ/mole 
(-3,3 kcal/mole), è un composto a bassa energia. 

Il termine “legame fosforico ad alta energia”, anche se 
usato correntemente dai biochimici per indicare il lega- 
me P_O che si spezza nella reazione di idrolisi, non è ap- 
propriato e può creare confusione in quanto tende a sug- 
gerire che sia il legame stesso a contenere energia. In real- 
tà, la rottura di un legame chimico necessita di un apporto 
di energia. L'energia rilasciata dall’idrolisi di un composto 
fosforilato non dipende quindi dallo specifico legame che 
viene rotto, ma dal fatto che i prodotti della reazione han- 
no un contenuto energetico minore di quello dei reagen- 
ti. Per semplicità, anche in questo testo useremo qualche 
volta il termine “composto fosforilato ad alta energia” rife- 
rendoci all’ATP o ad altri composti fosforilati con un’ener- 
gia libera standard di idrolisi molto negativa. 

Poiché le variazioni di energia libera nelle reazioni se- 
quenziali si possono sommare (vedi la Sezione 13.1), la 
sintesi di un composto fosforilato può avvenire median- 
te il suo accoppiamento con la rottura di un altro compo- 
sto fosforilato con un’energia libera di idrolisi più negati- 
va. Per esempio, la donazione diretta di un gruppo fosfo- 
rico dal PEP all’ADP è termodinamicamente possibile in 
quanto il distacco del P; dal fosfoenolpiruvato (PEP) rila- 
scia più energia di quella necessaria per la condensazio- 
ne del P; con VADP: 


AG'° (kJ/mole) 
(1) PEP + H;0 + piruvato + P; —61,9 
(2) ADP + P; > ATP + H;0 +30,5 
Somma: PEP + ADP + piruvato + ATP —31,4 


Si noti che sebbene la reazione completa sia rappresentata 
come la somma algebrica delle prime due reazioni, in real- 
tà si tratta di una terza reazione distinta a cui non pren- 
de parte il P;; il PEP dona un gruppo fosforico direttamente 
all’ADP Quindi i composti fosforilati possono avere un alto 
o un basso potenziale di trasferimento del gruppo fosfori- 
co in base alla loro energia libera standard di idrolisi (vedi 
la Tabella 13.6). Il potenziale di trasferimento del gruppo 
fosforico del fosfoenolpiruvato è molto elevato, superiore 
anche a quello dell'ATP, mentre il potenziale del glucosio 
6-fosfato è basso (Figura 13.19). 

La maggior parte del catabolismo è indirizzata verso 
la sintesi di composti fosforilati ad alta energia, ma la loro 
formazione non è fine a se stessa; in effetti il trasferimento 
di gruppi fosforici è un sistema di attivazione di una gran- 
de varietà di composti che in seguito possono subire altre 
trasformazioni. Il trasferimento di un gruppo fosforico a 
un composto incrementa la sua energia libera, per cui alla 
fine il composto fosforilato possiede una quantità di ener- 
gia libera maggiore, da liberare durante le trasformazioni 
metaboliche successive. Abbiamo visto prima che la sinte- 
si del glucosio 6-fosfato avviene attraverso il trasferimen- 
to di un gruppo fosforico dall’ATP. Vedremo nel prossimo 
capitolo che questa fosforilazione del glucosio attiva o “in- 
dirizza” il glucosio verso le reazioni cataboliche che hanno 
luogo praticamente in tutte le cellule. Grazie alla sua posi- 
zione intermedia nella scala dei potenziali di trasferimen- 
to dei gruppi, l’ATP può trasferire energia da composti fo- 
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sforilati ad alta energia prodotti dal catabolismo a compo- 
sti come il glucosio, convertendoli in specie più reattive. 
LATP ha dunque la funzione di valuta energetica univer- 
sale in tutte le cellule. 

PATP ha un’altra caratteristica importantissima che lo 
adatta ancora meglio al suo ruolo nel metabolismo cellula- 
re: per quanto in soluzione acquosa l’ATP sia termodina- 
micamente instabile e possa comportarsi come un buon 
donatore di gruppi fosforici, è cineticamente stabile. A cau- 
sa dell’alta energia di attivazione (da 200 a 400 kJ/mole) 
necessaria per la rottura non catalizzata dei legami fosfo- 
anidridici, ’ATP non dona spontaneamente i suoi gruppi 
fosforici all'acqua o alle centinaia di potenziali accettori 
presenti nella cellula. Il trasferimento di gruppi fosforici 
dall’ATP diventa possibile solo in presenza di enzimi spe- 
cifici in grado di abbassare l’energia di attivazione. La cel- 
lula è quindi in grado di controllare la distribuzione dell’e- 
nergia trasportata dall’ATP, regolando le concentrazioni 
degli enzimi che lo utilizzano. 


e L'ATP dona gruppi fosforici, pirofosforici e adenililici 

Le reazioni dell’ATP sono generalmente sostituzioni nu- 
cleofiliche Sy2 (vedi la Sezione 13.2), nelle quali il nu- 
cleofilo può essere, per esempio, l’atomo di ossigeno di un 
gruppo alcolico o carbossilico, oppure l'atomo di azoto del- 
la creatina o della catena laterale dell’arginina o dell’isti- 
dina. Tutti e tre i gruppi fosforici possono subire attacchi 
nucleofilici (Figura 13.20) e ciascuna posizione dell’attac- 
co genera però prodotti differenti. 

L’attacco nucleofilico di un alcol sul fosfato nella posi- 
zione (Figura 13.20a) rimuove P’ADP e porta alla produzio- 
ne di un nuovo estere fosforico. Studi condotti con l’utiliz- 
zo di ossigeno marcato (!0) hanno dimostrato che il pon- 
te di ossigeno del nuovo composto deriva dall’alcol e non 
dall’ATP; il gruppo trasferito dall’ATP è dunque un grup- 
po —PO$7 e non un gruppo —OPO$. Il trasferimento di 
gruppi fosforici dall’ATP al glutammato (Figura 13.18) o 
al glucosio (pagina 227) avviene attraverso un attacco nu- 
cleofilico alla posizione della molecola dell'ATP 


Tre possibili posizioni sull’ATP per l’attacco nucleofilico R!50 
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l'attacco al fosfato nella posizione f dell'ATP rimuo- 
ve AMP e trasferisce un gruppo pirofosforico (non pirofo- 
sforico) al nucleofilo entrante (Figura 13.20b). Per esem- 
pio, la formazione del 5-fosforibosil 1-pirofosfato (pagina 
912), un intermedio della sintesi dei nucleotidi, dipende 
dall'attacco di un gruppo —OH del ribosio sul fosfato nel- 
la posizione p. 

L’attacco nucleofilico in posizione a sulla molecola 
dell'ATP rimuove il PP; e trasferisce l’adenilato (5'-AMP) 
come gruppo adenililico (Figura 13.20c); la reazione è 
un’adenililazione. Si noti che l’idrolisi del legame fo- 
sfoanidridico a—f rilascia una quantità di energia mol- 
to maggiore (circa 46 kJ/mole) rispetto all’idrolisi del le- 
game B—y (circa 31 kJ/mole) (Tabella 13.6). Inoltre il PP; 
formato come prodotto secondario della reazione di ade- 
nililazione viene idrolizzato a due P; dall’enzima ubiquita- 
rio pirofosfatasi inorganica, rilasciando 19 kJ/mole e for- 
nendo quindi un'ulteriore spinta energetica a favore del- 
la reazione di adenililazione. Nella reazione complessiva 
in effetti vengono rotti entrambi i legami fosfoanidridici 
dell’ATP Le reazioni di adenililazione sono dunque ener- 
geticamente favorite. Quando l'energia dell'ATP è utiliz- 
zata per promuovere una reazione metabolica particolar- 
mente sfavorita, spesso il meccanismo energetico accop- 
piato è una reazione di adenililazione. Pattivazione degli 
acidi grassi è un esempio di questo tipo di strategia di ac- 
coppiamento energetico. 

La prima tappa nell’attivazione degli acidi grassi, sia 
per la loro ossidazione che libera energia, sia per la sinte- 
si di lipidi complessi, è la formazione del corrispondente 
estere tiolico (vedi la Figura 175). La condensazione diret- 
ta di un acido grasso con il coenzima A è endoergonica, ma 
la formazione dell’acil-CoA è resa esoergonica mediante 
rimozione a tappe di due gruppi fosforici dell’ATP. Nel- 
la prima fase, l’adenilato (AMP) viene trasferito dall’ATP 
sul gruppo carbossilico dell’acido grasso, formando un’a- 
nidride mista (acil adenilato), con la liberazione di PP.. 
Nella seconda fase, il gruppo tiolico del coenzima A ri- 
lascia il gruppo adenilico e forma un tioestere con l’aci- 


Figura 13.20 Reazioni di sostituzione 
nucleofilica dell'ATP. Ognuno dei tre atomi 

di fosforo (a, f e y) rappresenta un bersaglio 
elettrofilico per un attacco nucleofilico, in questo 
caso da parte del nucleofilo marcato R—'50:. Il 
nucleofilo può essere un alcol (ROH), un gruppo 
carbossilico (RCOO”) o una fosfoanidride (per 
esempio un nucleoside mono- o difosfato). 

(a) Quando l'ossigeno del nucleofilo attacca 

la posizione 7, il ponte a ossigeno presente 

nel prodotto risulta marcato, indicando che il 
gruppo che si stacca dalla molecola dell'ATP è il 
gruppo —PO57 e non —OPO$. (b) L'attacco alla 
posizione fp} rilascia AMP e porta al trasferimento 
di un gruppo pirofosforico al nucleofilo. 

(c) L'attacco in posizione a rimuove il PP; e 
trasferisce il gruppo adenililico al nucleofilo. 
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do grasso. La somma di queste due reazioni è energetica- 
mente equivalente all’idrolisi esoergonica di ATP ad AMP 
e PP; (AG'° = —45,6 kJ/mole) e alla formazione endoergo- 
nica dell’acil-CoA (AG'° = 31,4 kJ/mole). La formazione 
dell’acil-CoA viene energeticamente favorita da una ter- 
za tappa, in cui il PP; formato nella prima fase viene idro- 
lizzato dalla pirofosfatasi inorganica. Quindi per l’attiva- 
zione di un acido grasso vengono rotti i due legami ani- 
dridici dell'ATP. Il valore di AG'° è la somma dei valori di 
AG'° per la rottura di questi due legami, vale a dire —45,6 
kJ/mole + (—19,2) kJ/mole: 


ATP +2H,0-AMP+2P; AG’ = —64,8 kJ/mole 


L'attivazione degli amminoacidi prima della loro polime- 
rizzazione in proteine (vedi la Figura 27.19) avviene at- 
traverso un gruppo di reazioni analoghe, in cui il tRNA 
prende il posto del coenzima A. Un uso insolito della scis- 
sione dell'ATP ad AMP e PP; avviene nella lucciola, che 
utilizza l’ATP come fonte energetica per produrre lampi 
di luce (Box 13.1). 
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e L'organizzazione delle macromolecole informazionali 

richiede energia 
Quando i precursori semplici vengono uniti tra loro per 
formare polimeri ad alto peso molecolare con una sequen- 
za ben definita (DNA, RNA, proteine), come vedremo in 
dettaglio nella Parte 3, è necessario un apporto di energia 
sia per la condensazione delle unità monomeriche, sia per 
la creazione di una sequenza ordinata. I precursori per la 
sintesi del DNA e dell'RNA sono i nucleosidi trifosfato e la 
polimerizzazione avviene mediante la scissione del legame 
fosfoanidridico tra i gruppi fosforici a e B, con il contem- 
poraneo rilascio di PP; (Figura 13.20). I gruppi trasferiti al 
polimero in fase di crescita attraverso queste reazioni di 
polimerizzazione sono quindi l’adenilato (AMP), il guani- 
lato (GMP), il citidilato (CMP) o l’urilidato (UMP) per la 
sintesi dell’RNA e gli analoghi deossiribonucleotidici (con 
T al posto di U) necessari per la sintesi del DNA. 

Come abbiamo visto prima, l'attivazione degli ammi- 
noacidi per la sintesi delle proteine prevede la donazione 
di un gruppo adenilico da parte dell'ATP, e vedremo nel 


La bioluminescenza richiede una considerevole quantità 
di energia. Nella lucciola, ’ATP viene usato in un gruppo di 
reazioni che convertono l’energia chimica in energia lumi- 
nosa. Dagli organi luminosi di lucciole raccolte a migliaia 
da alcuni ragazzi nelle zone intorno a Baltimora, negli anni 
°50 William McElroy e i suoi colleghi alla Johns Hopkins 
University isolarono i componenti biochimici principali: la 
luciferina, un acido carbossilico complesso, e la luciferasi, 
un enzima. La generazione di un lampo di luce richiede 
l'attivazione della luciferina in una reazione enzimatica 
in cui l’ATP va incontro a una scissione pirofosforica, for- 
mando luciferina-adenilato (Figura 1). Questo composto 
viene poi convertito in presenza di ossigeno molecolare e di 
luciferasi, attraverso una decarbossilazione ossidativa che 


La lucciola, un insetto della famiglia 
delle Lampyridae. 


Luciferina 


Figura 1 | componenti principali del ciclo della 
bioluminescenza delle lucciole. 
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avviene in molte tappe, in ossiluciferina. Questa reazione 
è accompagnata da emissione di luce. Il colore del lampo 
luminoso, diverso nelle varie specie di lucciole, sembra 
che sia determinato da differenze nella struttura della 
luciferasi. La luciferina viene rigenerata dall’ossiluciferina 
mediante una serie di reazioni successive. 

In laboratorio, la luciferina e la luciferasi allo stato puro 
sonoutilizzate per misurare piccole quantità di ATP in base 
all’intensità del lampo di luce prodotto. In questo modo 
è possibile valutare fino a poche picomoli (10 !° moli) 
di ATP Il pirosequenziamento del DNA sfrutta lampi di 
luce generati dalla reazione luciferina-luciferasi per iden- 
tificare la presenza di ATP dopo l’aggiunta di nucleotidi 
a una catena di DNA in fase di allungamento. 
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Capitolo 27 che la formazione del legame peptidico sul ri- 
bosoma è accompagnata dall’idrolisi di GTP. In tutti que- 
sti casi la demolizione esoergonica di un nucleoside trifo- 
sfato è accoppiata a un processo endoergonico di sintesi di 
un polimero con una sequenza ben definita. 


e L'ATPfornisce l'energia peril trasporto attivo 

e perla contrazione muscolare 
EATP può fornire l'energia necessaria a trasportare ioni e 
molecole attraverso una membrana in un altro comparti- 
mento acquoso, dove la sua concentrazione è più elevata 
(vedi la Figura 11.38). I processi di trasporto sono i princi- 
pali consumatori di energia in tessuti come il rene e il cer- 
vello, dove più di due terzi dell'energia consumata a riposo 
viene utilizzata per pompare Na* e K* attraverso la mem- 
brana plasmatica, mediante la Na*K* ATPasi. Il traspor- 
to degli ioni Na* e K* è guidato da un processo ciclico di 
fosforilazione e defosforilazione del trasportatore, in cui 
l’ATP è il donatore del gruppo fosforico. La fosforilazione 
Na*-dipendente della Na*K* ATPasi determina una mo- 
dificazione conformazionale nella proteina, mentre la sua 
defosforilazione K*-dipendente produce il ritorno della 
proteina alla conformazione originale. Ogni ciclo del pro- 
cesso di trasporto provoca la conversione di una moleco- 
la di ATP in ADP e P; e l'energia libera rilasciata dall’ATP 
favorisce le variazioni conformazionali cicliche della pro- 
teina, che hanno come risultato il pompaggio elettrogeni- 
co di Na' e K°. Si noti che, in questo caso, l’ATP interagi- 
sce covalentemente, attraverso il trasferimento di gruppi 
fosforici, con l’enzima e non con il substrato. 

Nel sistema contrattile delle cellule del muscolo sche- 
letrico, le proteine miosina e actina sono specializzate nel- 
la trasduzione dell’energia dell’ATP in movimento (vedi la 
Figura 5.31). EATP si lega non covalentemente alla porzio- 
ne della testa della miosina in una certa conformazione e 
mantiene la proteina in quella conformazione. Quando la 
miosina catalizza l’idrolisi dell'ATP legato, i prodotti dell’i- 
drolisi ADP e P; si dissociano dalla proteina, consentendo 
alla miosina di assumere una nuova conformazione, fino a 
che non si lega un’altra molecola di ATP. Il legame e la suc- 
cessiva idrolisi dell’ATP (tramite la miosina ATPasi) produ- 
cono l’energia che porta a modificazioni nella conforma- 
zione della testa della miosina. La modificazione confor- 
mazionale di molte molecole di miosina porta allo slitta- 
mento dei filamenti di miosina lungo i filamenti di actina 
(vedi la Figura 5.30) e alla contrazione della fibra musco- 
lare. Come abbiamo già discusso, la produzione di un mo- 


Adenosina-{P)}-{PY{P) In 
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Figura 13.21 Meccanismo a ping pong della nucleoside 
difosfato chinasi. L'enzima lega il suo primo substrato (nel nostro 
esempio l'ATP) e un gruppo fosforico viene trasferito sulla catena 
laterale di un residuo di His. L'ADP viene rilasciato e rimpiazzato da 
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vimento meccanico a spese dell’ATP è uno dei pochi casi 
in cui una vera idrolisi dell’ATP, e non il trasferimento di 
un gruppo dall’ATP, è la fonte dell’energia chimica in un 
processo accoppiato. 


e Intuttiitipidi cellule avvengono transfosforilazioni 

tra nucleotidi 
Finora abbiamo focalizzato l’attenzione sull’ATP come mo- 
neta di scambio energetico per la cellula e come donatore 
di gruppi fosforici, ma esistono altri nucleosidi trifosfato 
(GTP, UTP e CTP) e altri deossinucleosidi trifosfato (dATP, 
dGTP, dTTP e dCTP) che sono energeticamente equiva- 
lenti all’ATP Lenergia libera standard, associata all’idroli- 
si dei loro legami fosfoanidridici è quasi identica a quella 
dell’ATP (Tabella 13.6). In attesa di svolgere le loro funzio- 
ni biologiche, questi e altri nucleotidi vengono mantenu- 
ti sotto forma di nucleosidi trifosfato (NTP), attraverso il 
trasferimento del gruppo fosforico ai corrispondenti nu- 
cleosidi difosfato (NDP) e monofosfato (NMP). 

LATP è il composto fosforilato più importante prodot- 
to dal catabolismo, attraverso la glicolisi, la fosforilazione 
ossidativa e, nelle cellule fotosintetiche, la fotofosforila- 
zione. Alcuni enzimi trasferiscono poi il gruppo fosfori- 
co dall’ATP ad altri nucleotidi. La nucleoside difosfato 
chinasi, presente in tutte le cellule, catalizza la reazione 
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ATP + NDP (0 ANDP) ADP + NDP (0 dNTP) 


AG'°=0 


Anche se questa reazione è del tutto reversibile, il rappor- 
to [ATP]/[ADP] relativamente alto nella cellula spinge nor- 
malmente la reazione verso destra, formando gli NTP e i 
dNTP Il trasferimento del gruppo fosforico avviene in due 
fasi, attraverso il classico meccanismo di doppio sposta- 
mento (ping pong) (Figura 13.21; vedi anche la Figura 
6.13b). Nella fase iniziale il trasferimento del gruppo fo- 
sforico a un residuo di istidina che fa parte del sito attivo 
produce un intermedio fosfoenzima; poi il gruppo fosfo- 
rico viene trasferito dal residuo (P)-His a un NDP accetto- 
re. Poiché l'enzima non è specifico per la base degli NDP, 
e accetta sia i ANDP che gli NDP è in grado di sintetizza- 
re tutti gli NTP e tutti i ANTP in presenza dei corrispon- 
denti NDP e di sufficiente ATP. 

Il trasferimento del gruppo fosforico dell’ATP provo- 
ca l'accumulo di ADP; per esempio, quando il muscolo si 
contrae vigorosamente, l’ADP si accumula e interferisce 
col processo di contrazione muscolare ATP-dipendente. 


His Nucleoside -PHPYE®) 


(qualsiasi NTP 0 ANTP) | 
Pong 
His <® Nucleoside -«EHWO®) 
(qualsiasi NDP o ANDP) 
un nucleoside (o deossinucleoside) difosfato che viene convertito nel 


corrispondente trifosfato per trasferimento del gruppo fosforico del 
residuo di fosfoistidina. 
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Durante i periodi di intensa richiesta di ATP, la concen- 
trazione dell’ADP nella cellula diminuisce, e allo stesso 
tempo aumenta quella dell'ATP, per azione dell’adenila- 
to chinasi: 


4 


2ADP ATP + AMP AG'°=0 


La reazione è perfettamente reversibile, quindi una vol- 
ta cessata la richiesta di ATP, l'enzima può riciclare ’AMPB, 
convertendolo in ADP, che verrà fosforilato ad ATP nei mi- 
tocondri. Un enzima simile, la guanilato chinasi, conver- 
te il GMP in GDB a spese dell'ATP. Attraverso reazioni co- 
me queste l’energia conservata durante la produzione ca- 
tabolica dell'ATP viene usata per soddisfare il fabbisogno 
cellulare di NTP e di ANTP. 

La fosfocreatina (PCr, Figura 13.15), detta anche crea- 
tina fosfato, rappresenta una riserva disponibile di gruppi 
fosforici per la sintesi rapida di ATP da ADP La concentra- 
zione di PCr nel muscolo scheletrico è circa 30 mm, quasi 
dieci volte maggiore rispetto a quella dell’ATP, mentre in 
altri tessuti come muscolo liscio, cervello e rene, varia da 
5 mma 10 mm. Penzima creatina chinasi catalizza la rea- 
zione reversibile 


Me 


ADP + PCr ATP + Cr AG'° = —-12,5 kJ/mol 


Quando un'improvvisa richiesta di energia fa mancare 
ATP nella cellula, per poterlo ripristinare viene utilizzata 
la riserva di fosfocreatina, che rifornisce la cellula di mole- 
cole di ATP con una velocità molto maggiore rispetto alla 
velocità di sintesi tramite le vie cataboliche. Quando la ri- 
chiesta cellulare di ATP si riduce, ’ATP prodotto nelle vie 
cataboliche viene usato per ripristinare le riserve di fosfo- 
creatina mediante la reazione della creatina chinasi nella 
direzione opposta. Alcuni organismi inferiori utilizzano 
molecole simili alla fosfocreatina (chiamate nell’insieme 
fosfageni) come riserve di gruppi fosforici. 


e  Ilpolifosfato inorganico è un potenziale donatore 
di gruppi fosforici 

Il polifosfato inorganico (poliP) [o (poliP),, dove n è il nu- 
mero dei residui di ortofosfato], è un polimero lineare 
composto da centinaia di residui P; uniti tra loro da lega- 
mi fosfoanidridici. Questo polimero, presente nelle cellule 
di tutti gli organismi, in alcuni tipi cellulari viene accumu- 
lato in elevate quantità. Nel lievito, per esempio, la quota 
di poliP accumulata nei vacuoli, se fosse distribuita uni- 
formemente nelle cellule, genererebbe una concentrazio- 
ne di 200 mm. (Si confronti con le concentrazioni degli al- 
tri donatori di gruppi fosforici elencati nella Tabella 13.5.) 


î | î | | 
0 P O—P_0 P g- Pat P=0 
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Polifosfato inorganico (poliP) 


Un potenziale ruolo del poliP è di fungere da fosfage- 
no, una riserva di gruppi fosforici che può essere utilizza- 
ta per la sintesi di ATB, nello stesso modo in cui la creatina 
fosfato viene usata nel muscolo. Il poliP ha circa lo stesso 
potenziale di trasferimento del gruppo fosforico del PP;. Il 


© 978-88-08-26148-9 


polimero polifosfato più corto, il PP; (n= 2), può rappre- 
sentare una fonte energetica per i trasporti attivi di H' nei 
vacuoli delle piante. Per almeno una forma dell’enzima fo- 
sfofruttochinasi delle piante, il PP; rappresenta il donatore 
di gruppi fosforici, ruolo svolto negli animali e nei micror- 
ganismi dall’ATP (pagina 566). La presenza di elevate con- 
centrazioni di poliP in condense e vapori intorno ad aper- 
ture vulcaniche suggerisce che questo polimero potrebbe 
essere stato utilizzato come una fonte energetica all’inizio 
dell’evoluzione cellulare. 

Nei batteri, l’enzima polifosfato chinasi-1 (PPK-1) ca- 
talizza la reazione reversibile 


Me?* 


iI 
ATP + (poliP), ==" 


ADP + (poliP),41 
AG'° = —20 kJ/mole 


mediante un meccanismo che coinvolge la formazione co- 
valente intermedia di un residuo di fosfoistidina (questo 
meccanismo richiama quello della nucleoside difosfato 
chinasi, descritto nella Figura 13.21). 

Un secondo enzima, la polifosfato chinasi-2 (PPK-2) 
catalizza la reazione reversibile di sintesi del GTP (0 
dell’ATP) da polifosfato e GDP (0 ADP): 


2+ 
Mg 


GDP + (poliP),;1 === GTP + (poliP), 


Si pensa che l'enzima PPK-2 intervenga principalmente 
nella direzione della sintesi di GTP e ATP, mentre PPK-1 
in quella della sintesi del polifosfato. Gli enzimi PPK-1 e 
PPK-2 sono presenti in numerose specie batteriche, com- 
presi molti batteri patogeni. 

Paumento del livello del poliP nei batteri induce un au- 
mento dell'espressione di numerosi geni coinvolti nell’a- 
dattamento dell’organismo a una mancanza di nutrien- 
ti oppure ad altre minacce per la sua sopravvivenza. In 
Escherichia coli, per esempio, il poliP si forma quando vi è 
carenza di amminoacidi o P;, e questo accumulo conferi- 
sce un vantaggio per la sopravvivenza. L'eliminazione dei 
geni per le polifosfato chinasi riduce la capacità di alcuni 
batteri patogeni di infettare i tessuti animali. Questi enzi- 
mi devono, quindi, essere presi in considerazione nell’am- 
bito dello studio di nuovi farmaci antibatterici. 

Nel lievito non vi sono geni che codificano proteine si- 
mili a PPK, ma quattro geni non correlati ai geni batteri- 
ci per la PPK sono indispensabili per la sintesi del poliP Il 
meccanismo di sintesi del polifosfato negli eucarioti sem- 
bra piuttosto diverso da quello dei batteri. 


SOMMARIO 13.3 
Trasferimenti di gruppi fosforici e ATP 

e PATP è il collegamento chimico tra il catabolismo e l’a- 
nabolismo. Esso può essere considerato la moneta per 
gli scambi energetici della cellula vivente. La conver- 
sione esoergonica dell’ATP in ADP e P;, oppure in AMP 
e PP,, è accoppiata a molte reazioni e processi esoergo- 
nici. 

e L'idrolisi dell’ATP è la fonte immediata di energia per 
alcuni processi che comportano variazioni conforma- 
zionali, ma in genere non è l’idrolisi dell'ATP, ma il 
trasferimento di un gruppo fosforico o pirofosforico, 
o il trasferimento del residuo adenililico dell’ATP a un 
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substrato o a un enzima, che accoppia l'energia della 
scissione dell’ATP alle trasformazioni endoergoniche 
dei substrati. 

e Tramite queste reazioni di trasferimento di gruppi, 
P’ATP fornisce l'energia necessaria per le reazioni ana- 
boliche, come la sintesi delle molecole informaziona- 
li, e per il trasporto di molecole e di ioni attraverso le 
membrane contro gradienti di concentrazione e gra- 
dienti di potenziale elettrico. 

e Per mantenere il suo elevato potenziale di trasferimen- 
to, la concentrazione dell’ATP deve essere mantenuta 
ben al di sopra della concentrazione all’equilibrio, tra- 
mite reazioni cataboliche che forniscono energia. 

e Le cellule contengono metaboliti caratterizzati da 
un’elevata energia libera di idrolisi, come il fosfo- 
enolpiruvato, l’1,3-bisfosfoglicerato e la fosfocreatina. 
Questi composti a elevato contenuto energetico, al pari 
dell'ATP, hanno un elevato potenziale di trasferimento 
del gruppo fosforico. Anche i tioesteri hanno un’eleva- 
ta energia libera di idrolisi. 

e Il polifosfato inorganico, presente in tutte le cellule, 
può avere una funzione di riserva di gruppi fosforici 
con elevato potenziale di trasferimento. 


Le reazioni biologiche 
di ossidoriduzione 


Il trasferimento di un gruppo fosforico è una delle caratte- 
ristiche fondamentali del metabolismo. Di cruciale impor- 
tanza sono anche le reazioni metaboliche di trasferimento 
degli elettroni. Queste reazioni di ossidoriduzione implica- 
no la perdita di elettroni da una specie chimica, che diven- 
ta quindi ossidata, e l'acquisizione di elettroni da parte di 
un’altra specie chimica, che si riduce. Il flusso di elettro- 
ni nelle reazioni di ossidoriduzione è responsabile, diret- 
tamente o indirettamente, di tutto il lavoro prodotto da- 
gli organismi viventi. Negli organismi non fotosintetici la 
fonte degli elettroni sono le sostanze nutrienti ridotte (il 
cibo); negli organismi fotosintetici il donatore iniziale di 
elettroni è una specie chimica eccitata dall’assorbimento 
di luce. La via seguita dal flusso degli elettroni nel meta- 
bolismo è molto complessa. Nelle reazioni catalizzate da 
enzimi gli elettroni passano da diversi intermedi meta- 
bolici a trasportatori di elettroni specializzati. Questi tra- 
sportatori donano a loro volta gli elettroni ad accettori con 
un'alta affinità per gli elettroni, con il contemporaneo rila- 
scio di energia. Le cellule contengono una grande varietà 
di molecole che si comportano da trasduttori energetici e 
che possono convertire l'energia generata dal flusso degli 
elettroni in lavoro utile. 

Inizieremo analizzando come è possibile ottenere un 
lavoro da una forza elettromotrice (fem), poi prenderemo 
in considerazione le basi teoriche e sperimentali necessa- 
rie alla valutazione delle variazioni dell’energia libera nel- 
le reazioni di ossidazione sotto forma di fem, tenendo con- 
to della relazione tra questa forza, espressa in volt, e la va- 
riazione di energia libera, espressa in joule. Concluderemo 
introducendo le strutture e le proprietà chimiche dei più 
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comuni trasportatori specializzati di elettroni, che incon- 
treremo altre volte in seguito. 


e  Ilflusso di elettroni può produrre un lavoro biologico 

Tutte le volte che usiamo un motore, una lampadina, una 
stufa elettrica oppure una candela per accendere la ben- 
zina nel motore di una macchina, sfruttiamo il flusso di 
elettroni per compiere lavoro. Nel circuito che alimenta 
un motore, la fonte di elettroni può essere una batteria 
che contiene due specie chimiche che hanno una diversa 
affinità per gli elettroni. Il flusso di elettroni migra attra- 
verso il motore da una specie chimica presente in un po- 
lo della batteria all’altra che si trova al polo opposto lun- 
go i fili elettrici. Poiché le due specie chimiche hanno una 
diversa affinità per gli elettroni, il flusso elettronico pro- 
cederà spontaneamente nel circuito, guidato da una forza 
proporzionale alla differenza tra le due affinità, detta for- 
za elettromotrice (fem). La forza elettromotrice (di soli- 
to pochi volt) può generare un lavoro se al circuito viene 
collegato un opportuno trasduttore energetico, come un 
motore, che può essere accoppiato a una varietà di mac- 
chine che producono lavoro. 

In un analogo “circuito” biologico, la fonte di elettro- 
ni è un composto relativamente ridotto come il glucosio. 
Quando questo composto viene ossidato enzimaticamen- 
te, sono rilasciati elettroni che fluiscono spontaneamen- 
te attraverso una serie di trasportatori di elettroni inter- 
medi fino a raggiungere un’altra specie chimica con un’e- 
levata affinità per gli elettroni, come l’ossigeno. Il flusso 
elettronico è spontaneo ed esoergonico, in quanto lO, ha 
un’affinità per gli elettroni più alta di tutti gli intermedi 
che lo precedono nella via metabolica. La forza motrice 
che si genera fornisce energia a vari trasduttori molecola- 
ri (enzimi e proteine) che compiono poi un lavoro biolo- 
gico. Per esempio, nel mitocondrio i trasduttori legati alla 
membrana accoppiano il flusso elettronico alla produzio- 
ne di una differenza di pH tra le due facce della membra- 
na, che poi determina un lavoro osmotico ed elettrico. Il 
gradiente protonico che si viene a formare ha un’energia 
potenziale, che viene anche chiamata forza motrice proto- 
nica, per analogia con la forza elettromotrice. Un altro en- 
zima, l’ATP sintasi, presente nella membrana interna del 
mitocondrio, usa la forza motrice protonica per effettua- 
re un lavoro chimico: sintetizza ATP da ADP e P; mentre 
gli elettroni fluiscono spontaneamente attraverso la mem- 
brana mitocondriale. Enzimi localizzati sulla membrana di 
E. coli convertono in modo analogo la forza elettromotrice 
in forza motrice protonica, che viene poi usata per gene- 
rare il movimento dei flagelli. I principi di elettrochimica, 
che governano le variazioni energetiche nel circuito a cui 
sono stati applicati una batteria e un motore, sono ugual- 
mente validi per i processi microscopici prodotti dal flus- 
so elettronico nelle cellule. 


e Leossidoriduzioni possono essere descritte come 
semireazioni 

Anche se l’ossidazione e la riduzione avvengono contem- 

poraneamente, è opportuno, quando vogliamo descrive- 

re un trasferimento di elettroni, prendere in considerazio- 

ne separatamente le due metà della reazione di ossidori- 
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duzione. Per esempio, l'ossidazione di uno ione ferroso da 
parte di uno ione rameico 


Fe?* + Cu?* — Fe?* + Cu* 
può essere divisa nelle due semireazioni 


(1) Fel® — Fe! + e 
(2) Cu?* + e —> Cu* 


La molecola che dona elettroni in una reazione di ossido- 
riduzione viene detta agente riducente o semplicemente 
riducente; la molecola che invece accetta gli elettroni vie- 
ne detta agente ossidante oppure ossidante. Un dato agen- 
te come il ferro allo stato ferroso (Fe?*) e ferrico (Fe?*) si 
comporta come una coppia coniugata riducente-ossidan- 
te, proprio come un acido e la sua base corrispondente co- 
stituiscono una coppia coniugata acido-base. Come abbia- 
mo visto nel Capitolo 2, le reazioni acido-base possono es- 
sere descritte dall’equazione generale: donatore di protoni 
== H*+ accettore di elettroni. Nelle reazioni redox pos- 
siamo scrivere una simile reazione generale: donatore di 
elettroni (riducente) e + accettore di elettroni (ossi- 
dante). Nella semireazione reversibile (1) riportata sopra, 
Fe?* si comporta da donatore di elettroni, mentre Fe?* è 
l’accettore di elettroni; insieme, Fe?* e Fe3* costituiscono 
una coppia coniugata redox. 

Il trasferimento di elettroni in una reazione di ossido- 
riduzione in cui sono coinvolti composti organici non è 
fondamentalmente diverso da quello in cui sono coinvol- 
te specie inorganiche. Consideriamo l’ossidazione di uno 
zucchero riducente (un’aldeide o un chetone) da parte di 
ioni rameici: 


20 20 
R-C + 40H + 2Cw?* = R-G + Cup0 + 25,0 
H OH 


Questa reazione complessiva può essere separata nelle due 
semireazioni: 


20 40 
(1) R-G + 20H° = R-C + 2e + H.0 
H OH 


(2) 2Cu?* + 2e° + 20H° == Cu;0 + H,0 


Poiché vengono rimossi due elettroni dal gruppo aldeidico, 
la seconda semireazione (riduzione a un elettrone di uno 
ione rameico a uno ione rameoso) deve essere raddoppia- 
ta per bilanciare la reazione complessiva. 


e  Leossidazioni biologiche avvengono spesso attraverso 
deidrogenazioni 

Il carbonio è presente negli organismi viventi in diversi sta- 
ti di ossidazione (Figura 13.22). Quando un atomo di car- 
bonio condivide una coppia di elettroni con un altro ato- 
mo (solitamente H, C, S, N oppure O), la condivisione non 
è uguale per i due atomi, ma è spostata verso l’atomo più 
elettronegativo. Eordine di elettronegatività crescente è 
H<C<S<N<0.Intermini molto semplici, possiamo di- 
re che l’atomo più elettronegativo “possiede” gli elettroni 
anche se in realtà sono condivisi con un altro atomo. Per 
esempio, nella molecola del metano (CHy), l'atomo di car- 
bonio è più elettronegativo dei quattro atomi di idrogeno 
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Figura 13.22 Livelli di ossidazione dei composti carboniosi 
presenti nella biosfera. Per valutare il livello di ossidazione di 
questi composti bisogna prendere in considerazione l'atomo di 
carbonio contrassegnato in rosso e i suoi elettroni di legame. Quando 
questo atomo di carbonio è legato ad atomi di idrogeno meno 
elettronegativi, entrambi gli elettroni di legame (otto in totale, in 
rosso) sono assegnabili al carbonio. Quando l'atomo di carbonio 

è legato a un altro atomo di carbonio, gli elettroni di legame sono 
ugualmente distribuiti, per cui solo uno dei due elettroni di legame 
è assegnabile all'atomo di carbonio in rosso. Quando l'atomo di 
carbonio è legato a un atomo di ossigeno più elettronegativo, gli 
elettroni impegnati nel legame sono assegnabili all'ossigeno. Il 
numero riportato a destra di ciascun composto indica il numero di 
elettroni “assegnabili” all'atomo di carbonio in rosso, un'espressione 
dello stato di ossidazione di quel composto. Così, quando l'atomo di 
carbonio in rosso viene progressivamente ossidato (perde elettroni), 
il numero diventa sempre più piccolo. 
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ai quali è legato; sarà dunque l’atomo di C a “possedere” 
gli otto elettroni di legame (Figura 13.22). Nella moleco- 
la dell’etano gli elettroni impegnati nel legame C—C sono 
ugualmente condivisi dai due atomi, per cui ciascun ato- 
mo di carbonio, in questo caso, “possiede” solo sette degli 
otto elettroni di legame. Nell’etanolo l’atomo di carbonio 
in posizione 1 è meno elettronegativo dell’ossigeno a cui è 
legato, e l'atomo di ossigeno “possiederà” dunque entram- 
bi gli elettroni del legame C—0, lasciando al C-1 solo cin- 
que elettroni di legame. Man mano che l'atomo di carbonio 
perde elettroni, va incontro a ossidazione, anche quando 
l'ossigeno non è direttamente coinvolto, come nel caso del- 
la conversione di un alcano (—CH,—CH;—) in un alche- 
ne (-CH=CH—). In questo caso l’ossidazione (la perdi- 
ta di elettroni) coincide con la perdita di atomi di idroge- 
no. Nei sistemi biologici l'ossidazione è spesso sinonimo di 
deidrogenazione e molti enzimi che catalizzano reazioni 
di ossidazione sono detti deidrogenasi. Osservando la Fi- 
gura 13.22 (in alto) si nota che i composti più ridotti sono 
più ricchi di atomi di idrogeno che di ossigeno, mentre i 
composti più ossidati (in basso), al contrario, possiedono 
più atomi di ossigeno che di idrogeno. 

Non in tutte le reazioni di ossidoriduzione biologiche 
sono coinvolti atomi di carbonio. Per esempio, la conversio- 
ne dell’azoto molecolare in ammoniaca, 6H* + 6 e + N, 
—>2NH,g, presenta una riduzione degli atomi di azoto. 

Gli elettroni vengono trasferiti da una molecola (do- 
natore di elettroni) a un’altra (accettore) in quattro mo- 
di diversi. 


1. Sono trasferiti direttamente come elettroni. Per esem- 
pio la coppia redox Fe?*/ Fei* può trasferire un elet- 
trone alla coppia redox Cu*/Cu?*: 


Fe?* + Cu?! —> Fe'* + Cu* 


2. Gli elettroni possono essere trasferiti sotto forma di 
atomi di idrogeno. Dato che un atomo di idrogeno è co- 
stituito da un protone (H*) e da un singolo elettrone 
(e), possiamo scrivere l'equazione generale 


AH, —A+2e +2H* 


dove AH; agisce come donatore di atomi di idrogeno 
(o di elettroni). Non confondete questa reazione con 
quella di dissociazione di un acido, che coinvolge un 
protone, e non un elettrone. AH, e A costituiscono una 
coppia redox coniugata, che può ridurre un altro com- 
posto B (o coppia redox, B / BH;) mediante il trasferi- 
mento di atomi di idrogeno: 


AH,+B —=>A+ BH, 


3. Gli elettroni possono essere trasferiti da un donatore di 
elettroni a un accettore di elettroni sotto forma di ione 
idruro (:H), che contiene due elettroni, come nel caso 
delle deidrogenasi NAD-dipendenti descritte più avanti. 

4. Il trasferimento di elettroni può avere luogo quando 
vi è una combinazione diretta di un riducente organico 
con l’ossigeno, per formare un prodotto in cui l’ossige- 
no è legato covalentemente, come nell’ossidazione di 
un idrocarburo ad alcol: 
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In questa reazione l’idrocarburo è il donatore di elet- 
troni e l'ossigeno è l’accettore di elettroni. 


Tutte queste forme di trasferimento di elettroni possono 
avere luogo nella cellula. Il termine equivalente riducen- 
te viene comunemente usato per indicare un singolo elet- 
trone che partecipa a una reazione di ossidoriduzione, sen- 
za considerare se questo equivalente è nella forma di un 
elettrone, di un atomo di idrogeno o di idruro, oppure se 
il trasferimento dell’elettrone avviene in una reazione con 
l’ossigeno e si forma un composto ossigenato. Poiché le so- 
stanze nutrienti biologiche vanno incontro a deidrogena- 
zioni enzimatiche in cui vengono persi due equivalenti ri- 
ducenti per volta, e poiché ciascun atomo di ossigeno può 
accettare due equivalenti riducenti, per i biochimici un’u- 
nità di ossidazione biologica corrisponde per convenzio- 
ne al passaggio di due equivalenti riducenti da un substra- 
to all’ossigeno. 


e potenziali di riduzione sono una misura dell'affinità 

per gli elettroni 
Quando due coppie redox coniugate sono presenti nella 
stessa soluzione, il trasferimento di elettroni dal donatore 
di elettroni di una coppia all’accettore di elettroni dell’al- 
tra coppia può avvenire spontaneamente. Il trasferimen- 
to degli elettroni dipende dalle affinità relative dell’accet- 
tore di elettroni di ogni coppia. Il potenziale di riduzio- 
ne standard o potenziale redox standard, E°, è una mi- 
sura (in volt) di questa affinità e viene determinato in un 
esperimento simile a quello descritto nella Figura 13.23. 
Gli elettrochimici hanno scelto come standard di riferi- 
mento la seguente semireazione: 

H'+e —3H, 

Pelettrodo su cui ha luogo questa semireazione (detto se- 
mi-cella) viene convenzionalmente considerato con un 
potenziale di riduzione E° pari a 0,00 V. Quando V’elet- 
trodo a idrogeno viene poi collegato attraverso un cir- 
cuito esterno a un’altra semi-cella in cui la specie ossida- 
ta e quella ridotta sono presenti in condizioni standard 
(25 °C, ciascun soluto alla concentrazione 1 w, e ogni gas 
alla pressione di 101,3 kPa), gli elettroni tendono a flui- 
re attraverso il circuito esterno dalla semi-cella con il più 
basso E° alla semi-cella con il più alto E°. Per convenzio- 
ne, alla semi-cella che assume elettroni dalla cella di ri- 
ferimento standard di idrogeno si assegna un valore po- 
sitivo di E°, mentre a quella che cede elettroni alla cella 
di riferimento standard di idrogeno si assegna un valore 
negativo di E°. Il potenziale di riduzione di una semi-cel- 
la dipende non soltanto dalla natura chimica delle specie 
presenti, ma anche dalla loro attività, espressa in modo 
approssimativo dalle loro concentrazioni. Circa un seco- 
lo fa, Walther Nernst derivò un’equazione che mette in 
relazione il potenziale di riduzione standard (E°) col po- 
tenziale redox (E) a qualsiasi concentrazione di specie os- 
sidata e ridotta nella cella: 


[accettore di elettroni] 
[donatore di elettroni] 


(13.5) 
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Strumento 
di misura della fem 


GasH, — © 
no Ò 
(pressione Ponte salino 
standard) (soluzione di KC1) 
Ît T ) 
Cella di riferimento Cella di misura contenente 


la specie ossidata 
e la specie ridotta 
della coppia redox 
da esaminare, entrambe 
alla concentrazione 
di lm 


con fem nota: l'elettrodo 
a idrogeno in cui il gas H, 
a una pressione di 101,3 kPa 
è in equilibrio 
con una concentrazione 
di H' parialm 


Figura 13.23 Misura del potenziale di riduzione standard 

(E'°) di una coppia redox. Gli elettroni fluiscono dall'elettrodo 

di misura a quello di riferimento o viceversa. Come è mostrato 

nella figura, la semi-cella di riferimento è costituita dall'elettrodo a 
idrogeno, a pH 0. La forza elettromotrice di questo elettrodo (fem) 
viene convenzionalmente considerata pari a 0,00 V. A pH 7, nella 
cella di misura (e a 25 °C), il valore di E'° corrisponde a -0,414V. La 
direzione del flusso degli elettroni dipende dalla relativa “pressione 
elettronica” (o potenziale) delle due semi-celle. Tra le due semi-celle 
viene posto un ponte salino costituito da una soluzione satura di KCI 
che consente il passaggio degli ioni in senso contrario, dalla cella di 
misura a quella di riferimento. Dalla fem misurata sullo strumento e 
dalla fem nota della semi-cella di riferimento si può ottenere il valore 
della fem della semi-cella contenente la coppia redox in esame. La 
cella che guadagna elettroni ha per convenzione un potenziale di 
riduzione più positivo. 


dove R e Thanno il consueto significato, n è il numero di 
elettroni trasferiti e 7 è la costante di Faraday (vedi la Ta- 
bella 13.1). A 298 K (25 °C) questa espressione si riduce a 


0,026 V n Eescettore di elettroni] (13 6) 
n [donatore di elettroni] ° 


59 In molte semireazioni di interesse biochimico sono 


coinvolti anche i protoni. Come per la definizione di AG’°, 
i biochimici definiscono lo stato standard per le reazioni di 
ossidoriduzione a pH 7,0 ed esprimono il potenziale redox 
sotto forma di E'° e il potenziale di riduzione standard a 
pH 70 e a 25 °C. Per convenzione, il AE'° di ogni reazione 
redox viene dato come differenza tra ’'E'° dell’accettore di 
elettroni e l’E'° del donatore di elettroni. 


E = E° 4 
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BM Tabella 13.7 Potenziali di riduzione standard di alcune 
semireazioni biologicamente importanti 


Semi-reazione E'° (V) 
10, + 2H* + 2e7 > H,0 0,816 
Feì* + e > Fel* 0,771 
NO; +2H* + 2e —> NO; + H,0 0,421 
Citocromo f (Fe**) + e > citocromo f (Fe?*) 0,365 
Fe(CN)}” (ferricianuro) + e > Fe(CN)é_ 0,36 
Citocromo a, (Fe**) + e + citocromo a; (Fe*) 0,35 
0;+2H*+2e°->H0; 0,295 
Citocromo a (Fe?*) + e + citocromo a (Fe?*) 0,29 
Citocromo c (Feì*) + e + citocromo c (Fe?*) 0,254 
Citocromo ci (Fe*) + e + citocromo ci (Fe?*) 0,22 
Citocromo b (Feì*) + e + citocromo b (Fe?*) 0,077 
Ubichinone + 2 H* + 2 e + ubichinolo + H, 0,045 
Fumarato?” + 2 H* + 2 e + succinato?” 0,031 
2H* +2e — H); (in condizioni standard, pH 0) 0,000 
Crotonil-CoA + 2 H* + 2 e + butirril-CoA —0,015 
Ossalacetato?7 + 2 H* + 2 e + malato?” —0,166 
Piruvato7 + 2 H* + 2 e + lattato” —0,185 
Acetaldeide + 2 H* + 2 e + etanolo — 0,197 
FAD+2H*+26°—FADH, -0,219* 
Glutatione + 2 H* + 2 e + 2 glutatione ridotto -0,23 
S+2H'+2e —>H)S —0,243 
Acido lipoico + 2 H* + 2 e + acido diidrolipoico —0,29 
NAD* + H* +2e > NADH —0,320 
NADP* + H* + 2 e —> NADPH —0,324 
Acetoacetato + 2 H* + 2 e — p-idrossibutirrato —-0,346 
a-Chetoglutarato + CO, + 2 H* + 2 e — isocitrato —-0,38 
2H*+2e —>H;(apH7) —0,414 
Ferredossina (Feì*) + e + ferredossina (Fe?*) — 0,432 


Fonte: dati tratti principalmente da Loach, R.A. (1976), in Handbook of Biochemistry 
and Molecular Biology, 3° ed. (Fasman, G.D., a cura di), Physical and Chemical Data, 
Vol. I, pp. 122-130, CRC Press, Boca Raton, FL. 

* Questo è il valore del FAD libero; il FAD legato a una flavoproteina specifica (per 
esempio la succinato deidrogenasi) ha un £'° differente, che dipende dall’ambien- 
te della proteina a cui è legato. 


Nella Tabella 13.7 sono riportati i valori dei potenziali 
di riduzione standard (£'°) di semireazioni di importanza 
biochimica; questi valori verranno utilizzati in tutto il testo; 
bisogna ricordare che sono validi soltanto per sistemi a pH 
7,0. Ogni valore rappresenta la differenza di potenziale che 
si genera quando la coppia coniugata redox alla concentra- 
zione di 1 Mm e a pH 70 viene collegata all’elettrodo standard 
di idrogeno (pH 0). Nella Tabella 13.7 possiamo osservare 
che quando la coppia coniugata 2 H*/H; a pH 7 viene col- 
legata all’elettrodo di idrogeno standard (pH 0) gli elettroni 
tendono a fluire dalla cella a pH 7 alla cella standard a pH 0; 
il valore di E'° misurato per la coppia 2 H/H è —0,414 V. 


e potenziali di riduzione standard consentono 

di calcolare la variazione di energia libera 
Lutilità dei potenziali di riduzione sta nel fatto che, dopo 
aver determinato il valore di E relativo all’elettrodo stan- 
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dard a idrogeno di due semi-celle, è possibile calcolare an- 
che il potenziale che si avrebbe ponendo in contatto le due 
semi-celle. Si può stabilire la direzione del flusso degli elet- 
troni nel circuito esterno che connette le due semi-celle, 
oppure quando i componenti nelle due semi-celle sono 
presenti alla stessa soluzione. Gli elettroni tendono a flui- 
re verso la semi-cella che ha un valore di E più positivo, e 
questa tendenza è proporzionale alla differenza AF tra i 
due potenziali di riduzione. 

Lenergia resa disponibile per produrre un lavoro da 
questo flusso spontaneo di elettroni, cioè la variazione di 
energia libera della reazione di ossidoriduzione, è propor- 
zionale al AF: 


AG=-n3 AE, oppure AG'°=-n&d AF'° (13.7) 


In questa equazione n rappresenta il numero di elettro- 
ni che vengono trasferiti nella reazione. Da questa ugua- 
glianza diventa possibile calcolare la differenza di energia 
libera di qualsiasi reazione di ossidoriduzione partendo dai 
valori di E°, rintracciabili nella tabella dei potenziali di ri- 
duzione (Tabella 13.7) e dalla concentrazione delle specie 
chimiche coinvolte nella reazione. 


È Calcolo del AG”° e del AG di una reazione 


di ossidoriduzione 
Calcolate la variazione di energia libera standard, AG’°, per 
la reazione in cui l’acetaldeide viene ridotta dal trasporta- 
tore biologico di elettroni NADH: 


Acetaldeide + NADH + H' —— etanolo + NAD* 


Si può poi calcolare la variazione reale di energia libera, 
AG, quando [acetaldeide] e [NADH] sono 1,00 m, ed [eta- 
nolo] e [NAD*] sono 0,100 m. Le semireazioni e il valore 
dei loro E‘° sono: 


(1)  Acetaldeide +2H* + 2e — etanolo 


E'° = —0,197V 
(2) NAD* + 2H* + 26 — NADH + H* 
E'° = —0,320V 


Per convenzione AE'° è espresso come la differenza tra il 
valore di E’° dell’accettore di elettroni e il valore di E'° del 
donatore di elettroni. 


Soluzione Poiché nel nostro esempio l’acetaldeide è l’ac- 
cettore degli elettroni donati dal NADH, il valore di AE'° 
diventa = —0,197 V — (--0,320 V) = 0,123 V, ed n è ugua- 
le a 2. Quindi: 


AG'° = —nd AE'° = —2(96,5 kJ/V mole)(0,123 V) 
= —23,7 kJ/mole 


Questa è la variazione di energia libera della reazione di 
ossidoriduzione che si ha quando, a pH 7 e a 25 °C, l’ace- 
taldeide, l’etanolo, il NAD* e il NADH sono presenti tutti 
alla concentrazione di 1 m. Per calcolare AG quando invece 
l’acetaldeide e il NADH sono presenti alla concentrazione 
di 1 m, ma l’etanolo e il NAD* sono presenti alla concen- 
trazione di 0,1 m, possiamo avvalerci dell’Equazione 13.4 
e del valore delle variazione di energia libera che abbiamo 
calcolato in precedenza. 
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[etanolo] [NAD®] 
[acetaldeide] [NADH] 
—23,7 kJ/mole + 


AG = AG'° + RTIn 


(0,100 m) (0,100 mM) 
(1,00 m) (1,00 Mm) 

= —23,7 kJ/mole + (2,48 J/mole) In 0,01 

= —35,1 kJ/mole 


(8,315 J/mole - K)(298 K)In 


E quindi possibile calcolare la reale variazione di energia 
libera di tutte le ossidazioni biologiche a qualsiasi concen- 
trazione dei componenti della coppia redox. 


e  L'ossidazione del glucosio ad anidride carbonica nelle 
cellule richiede trasportatori specializzati di elettroni 
I principi energetici delle ossidoriduzioni appena descrit- 
ti si applicano a molte reazioni metaboliche che coinvol- 
gono trasferimenti di elettroni. Per esempio, in molti or- 
ganismi l'ossidazione del glucosio fornisce l'energia ne- 
cessaria alla produzione di ATP. Per l’ossidazione com- 
pleta del glucosio: 


CeH1206 + 6 (05 — (6 CO; +6 H;0 


Il valore di AG'° è di -2840 kJ/mole. Questa è una va- 
riazione di energia libera molto più grande di quella oc- 
corrente per la sintesi di ATP (50-60 kJ/mole; Esercizio 
svolto 13.2). 

Le cellule non convertono il glucosio in CO; in una 
singola reazione, anche se molto energetica, ma piutto- 
sto in una serie di reazioni, alcune delle quali sono del- 
le ossidazioni. 

Lenergia libera rilasciata in queste tappe ossidative è 
circa dello stesso ordine di quella richiesta per la sintesi di 
ATP da ADP e P.,. Gli elettroni rimossi in queste reazioni 
di ossidazione vengono trasferiti a coenzimi specializzati 
per il trasporto degli elettroni, come il NAD® e il FAD, che 
descriveremo qui di seguito. 


e Coenzimie proteine in numero molto limitato agiscono 
da trasportatori universali di elettroni 

La maggior parte delle cellule possiede enzimi che cataliz- 
zano l’ossidazione di centinaia di composti diversi. Que- 
sti enzimi trasferiscono gli elettroni dei loro substrati su 
pochi tipi di trasportatori universali di elettroni. La ridu- 
zione dei trasportatori nei processi catabolici consente di 
conservare l'energia libera rilasciata dall’ossidazione dei 
substrati. I nucleotidi NAD, NADP, FMN e FAD sono co- 
fattori solubili in acqua che possono andare incontro a os- 
sidazioni e a riduzioni reversibili in molte reazioni di tra- 
sferimento di elettroni del metabolismo. I nucleotidi NAD 
e NADP si spostano rapidamente da un enzima all’altro, 
mentre i nucleotidi flavinici FMN e FAD sono legati salda- 
mente agli enzimi, chiamati flavoproteine, in cui agiscono 
da gruppi prostetici. I chinoni solubili nei lipidi, come l’u- 
bichinone e il plastochinone, operano nell'ambiente non 
acquoso della membrana come trasportatori di elettroni 
e donatori di protoni. Le proteine ferro-zolfo e i citocromi 
sono proteine contenenti gruppi prostetici legati molto sal- 
damente che possono ossidarsi o ridursi reversibilmente; 
essi servono da trasportatori di elettroni in molte reazioni 
di ossidoriduzione. Alcune di queste proteine sono solu- 
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bili, mentre altre sono proteine di membrane periferiche 
o integrali (vedi la Figura 11.7). 

Chiuderemo questo capitolo descrivendo alcune del- 
le proprietà chimiche dei coenzimi nucleotidici e alcuni 
degli enzimi (deidrogenasi e flavoproteine) che li usano. 
La chimica delle reazioni di ossidoriduzione dei chinoni, 
delle proteine ferro-zolfo e dei citocromi sarà esaminata 
nel Capitolo 19. 

e IINADHeil NADPH agiscono come trasportatori solubili 

di elettroni 

Il nicotinammide adenin dinucleotide (NAD; NAD* nella 
sua forma ossidata) e il suo analogo nicotinammide ade- 
nin dinucleotide fosfato (NADP; NADP*) sono composti da 
due nucleotidi uniti mediante un legame fosfoanidridico tra 
i loro gruppi fosforici (Figura 13.24a). Poiché l’anello nico- 
tinammildico ricorda la piridina, questi composti vengono 
a volte chiamati anche nucleotidi piridinici. La vitamina 
niacina è la fonte della parte nicotinammidica nella sintesi 
dei nucleotidi nicotinammidici. 

Entrambi i coenzimi possono subire una riduzione 
reversibile dell'anello nicotinammidico (Figura 13.24). 
Quando una molecola di substrato va incontro a ossida- 
zione (deidrogenazione), perdendo due atomi di idroge- 
no, la forma ossidata di coenzima (NAD* o NADP*) accet- 
ta uno ione idruro (:H”, l'equivalente di un protone e di 
due elettroni) e si trasforma nella forma ridotta (NADH o 
NADPH). Il secondo H* rimosso dal substrato viene rila- 
sciato nel solvente acquoso. 


(a) 


NAD* 
(ossidato) 


OH OH, 


\ 


Nel NADP* questo gruppo ossidrilico 
è esterificato con un gruppo fosforico 


Figura 13.24 NAD e NADP. (a) Il nicotinammide adenin 
dinucleotide (NAD*) e il suo analogo fosforilato NADP* possono 
subire una riduzione a NADH e NADPH, accettando uno ione idruro 
(due elettroni e un protone) da un substrato ossidabile. Lo ione 
idruro può essere legato sia sul fronte (tipo A), sia sul retro (tipo B) 
dell'anello planare nicotinammidico (vedi la Tabella 13.8). 

(b) Spettri di assorbimento della luce UV del NAD* e del NADH*. 
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La semireazione per ciascun nucleotide è quindi 


-2e +2H' —>NADH+H* 
-2e +2H' > NADPH+H* 


NAD* + 
NADP* + 


La riduzione di NAD* o di NADP* converte l'anello benze- 
noico della nicotinammide (con una carica positiva sull’a- 
zoto dell'anello) nella forma chinonoide (priva della carica 
sull’azoto). Si noti che i nucleotidi ridotti ma non le forme 
ossidate assorbono la luce a una lunghezza d’onda di 340 nm 
(Figura 13.24b); questa differenza di assorbimento della lu- 
ce viene usata dai biochimici per misurare la velocità delle 
reazioni che coinvolgono questi coenzimi. Il segno “+” nel- 
le abbreviazioni NAD* e NADP* non indica che ci sono ca- 
riche nette positive su queste molecole (sono entrambe ca- 
riche negativamente), ma piuttosto che l’anello nicotinam- 
midico è nella sua forma ossidata, con una carica positiva 
sull’azoto. Nelle abbreviazioni NADH e NADPH, il simbo- 
lo “H” rivela che è stato aggiunto uno ione idruro. Quando 
ci riferiremo a uno dei due nucleotidi senza specificare lo 
stato di ossidazione, useremo sempre le sigle NAD e NADP. 

La concentrazione totale di NAD* + NADH nella mag- 
gior parte dei tessuti è di circa 10° m, mentre quella di 
NADP* + NADPH è circa 10 volte più bassa (107°). In 
molte cellule e tessuti il rapporto tra NAD* (ossidato) e 
NADH (ridotto) è elevato e favorisce il trasferimento di 
uno ione idruro al NAD* per formare NADH; al contrario, 
il NADPH (ridotto) è generalmente presente nelle cellule 
in quantità superiore alla sua forma ossidata NADP*, fa- 
vorendo il trasferimento di uno ione idruro dal NADPH a 
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La riduzione dell'anello nicotinammidico produce una nuova banda 
di assorbimento della luce con un massimo a 340 nm. La produzione 
di NADH durante un'ossidazione catalizzata da un enzima può 
essere seguita valutando semplicemente l'assorbimento della luce a 
340 nm da parte della soluzione (il coefficiente di estinzione molare 
È €340 = 6200Mm 1 cm 1). 
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un accettore. Queste diverse distribuzioni riflettono il ruo- 
lo metabolico specializzato che hanno i due coenzimi. Il 
NAD' in genere opera nelle ossidazioni cataboliche, men- 
tre il NADPH è di solito il coenzima nelle riduzioni, qua- 
si sempre in reazioni anaboliche. Ben pochi enzimi posso- 
no usare entrambi i coenzimi e quasi sempre presentano 
una marcata preferenza per uno di essi. Inoltre i processi 
in cui agiscono questi coenzimi nelle cellule eucariotiche 
sono confinati in specifici organelli: per esempio l’ossida- 
zione dei combustibili come il piruvato, gli acidi grassi, gli 
a-chetoacidi che derivano dagli amminoacidi avviene nel- 
la matrice mitocondriale, mentre i processi di biosintesi ri- 
duttive, come la sintesi degli acidi grassi, hanno luogo nel 
citosol. Questa specializzazione funzionale e spaziale con- 
sente alla cellula di avere due tipi di trasportatori di elet- 
troni con funzioni diverse. 

Si conoscono più di 200 enzimi che catalizzano reazio- 
ni in cui il NAD* (o il NADP*) accetta uno ione idruro da 
un substrato ridotto oppure in cui il NADH (o il NADPH) 
dona uno ione idruro a un substrato ossidato. Le reazio- 
ni generali sono 


AH; + NAD* — A+ NADH + H* 
A + NADPH + H* — AH; + NADP* 


Dove AH, è il substrato ridotto e A è il substrato ossida- 
to. Il nome generale di questo tipo di enzimi è ossidore- 
duttasi; sono anche comunemente chiamati deidrogenasi. 
Per esempio, l’enzima alcol deidrogenasi catalizza la pri- 
ma tappa del catabolismo dell’etanolo, in cui l’alcol viene 
ossidato ad acetaldeide: 


CH3CH;0H + NAD' — CH;CHO + NADH + H° 


Etanolo Acetaldeide 


Si noti che nell’etanolo uno degli atomi di carbonio ha per- 
so un atomo di idrogeno ed è stato ossidato da alcol ad al- 
deide (vedi la Figura 13.22 per gli stati di ossidazione del 
carbonio). 

Quando il NAD* o il NADP* vengono ridotti, in linea 
di principio lo ione idruro potrebbe essere trasferito su 
entrambi i lati dell'anello nicotinammidico: sul fronte (ti- 
po A) o sul retro (tipo B), come è raffigurato nella Figura 
13.24a. Studi con substrati marcati con isotopi radioattivi 
hanno dimostrato che un dato enzima catalizza il trasfe- 
rimento di tipo A o il trasferimento di tipo B, mai entram- 
bi. Per esempio, l’alcol deidrogenasi del lievito e la lattato 
deidrogenasi del cuore di vertebrati trasferiscono entrambi 
uno ione idruro (o lo rimuovono) dai loro substrati al lato 
A dell’anello nicotinammidico; queste sono classificate co- 
me deidrogenasi di tipo A per distinguerle dall’altro grup- 
po di enzimi che riduce il NAD* trasferendo (o rimuoven- 
do) uno ione idruro sul lato B dell’anello nicotinammidico 
(Tabella 13.8). La specificità per un lato piuttosto che per 
l’altro è davvero sorprendente; la lattato deidrogenasi, per 
esempio, ha una preferenza per il lato A rispetto al B di un 
fattore pari a 5 X 10” volte! La spiegazione di questa pre- 
ferenza sta nell’esatto posizionamento dei gruppi dell’en- 
zima coinvolti nella formazione di legami idrogeno con il 
gruppo —CONH; della nicotinammide. 

La maggior parte delle deidrogenasi che usano NAD o 
NADP lega questi cofattori in un dominio proteico conser- 
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vato chiamato ripiegamento di Rossmann (da Michael Ros- 
smann, che determinò la struttura della lattato deidroge- 
nasi e che per primo descrisse questo motivo strutturale). 
Il ripiegamento di Rossmann tipico consiste di 6 foglietti 
B paralleli e quattro a eliche (Figura 13.25). 
L'associazione tra una data deidrogenasi e il NAD o il 
NADP è relativamente debole: il coenzima diffonde facil- 
mente dalla superficie di un enzima a quella di un altro, 
agendo da trasportatore di elettroni solubile in acqua da 
un metabolita a un altro. Per esempio, nella produzione di 
alcol durante la fermentazione del glucosio da parte delle 
cellule di lievito, uno ione idruro viene rimosso dalla gli- 
ceraldeide 3-fosfato a opera di un enzima (la gliceraldeide 
3-fosfato deidrogenasi, un enzima di tipo B) e trasferito al 
NAD*. Il NADH prodotto in questo modo lascia la super- 
ficie dell’enzima e diffonde nella cellula fino a incontra- 
re un altro enzima, l'alcol deidrogenasi, che trasferisce lo 
ione idruro dal NADH all’acetaldeide formando etanolo: 


(1) Gliceraldeide 3-fosfato + NAD*' — 
3-fosfoglicerato + NADH + H* 
(2) Acetaldeide + NADH + H' — etanolo + NAD* 


Somma: Gliceraldeide 3-fosfato + acetaldeide — 
3-fosfoglicerato + etanolo 


(a) 


(b) 


Ripiegamento 
di Rossmann 1 


Ripiegamento 
di Rossmann 2 


Figura 13.25 Il ripiegamento di Rossmann. Questo motivo 
strutturale si trova nel sito di legame del NAD di molte deidrogenasi. 
(a) Il motivo è costituito da un paio di strutture simili, ciascuna 
contenente tre foglietti paralleli e due a eliche (B-a-B-a-B). 

(b) Dominio di legame del nucleotide della lattato deidrogenasi 
(tratto da PDB ID 3LDH) col NAD (struttura a palle e bastoncini) legato 
nella sua conformazione estesa mediante legami idrogeno e ponti 
salini ai motivi accoppiati f-a-B-a-} del ripiegamento di Rossmann 
(ombreggiati in rosso e in blu). 
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M Tabella 13.8 Stereospecificità di deidrogenasi che utilizzano NAD* o NADP* come coenzimi 


Enzima Coenzima 
Isocitrato deidrogenasi NAD* 
a-Chetoglutarato deidrogenasi NAD* 
Glucosio 6-fosfato deidrogenasi NADP* 
Malato deidrogenasi NAD* 
Glutammato deidrogenasi NAD* o NADP* 
Gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi NAD* 
Lattato deidrogenasi NAD* 
Alcol deidrogenasi NAD* 


Si noti che nella reazione complessiva 
non vi è produzione netta o consumo 
di NAD* o NADH; i coenzimi operano 
cataliticamente, e sono continuamente 
riciclati senza una variazione netta del- 
la concentrazione di NAD* + NADH. 


e Lacarenza nella dieta di niacina, 
la vitamina presente nel NAD 
e nel NADP, causa la pellagra 


Come abbiamo visto nel Capi- 
tolo 6, e come verrà discusso 

in seguito, la maggioranza dei 
coenzimi deriva dalle vitamine. Gli 
anelli piridinici del NAD e del NADP derivano dalla vita- 
mina niacina (acido nicotinico; Figura 13.26), che viene 
sintetizzata dal triptofano. Nell’uomo solitamente la niaci- 
na non viene sintetizzata in quantità sufficiente soprattut- 
to in coloro che hanno una dieta povera di triptofano (il 
mais, per esempio, contiene poco triptofano). La carenza 
di niacina, che si riflette sulle deidrogenasi NAD (P)-dipen- 
denti, causa la grave malattia umana detta pellagra (“pelle 
rugosa”) e, nei cani, una patologia simile: la lingua nera. 
Queste patologie sono caratterizzate dalle tre “D”: derma- 
tite, diarrea e demenza, seguite in molti casi dalla morte. 
Un secolo fa la pellagra era una malattia comune; nel sud 
degli Stati Uniti, dove il mais era alla base della dieta, su 
100 000 persone che ne soffrivano, circa 10 000 sono mor- 
te tra il 1912 e il 1916. Nel 1920 Joseph Goldberger scoprì 
che la pellagra è causata da carenze della dieta e, nel 1937 
Frank Strong, D. Wayne Woolley e Conrad Elvehjem iden- 


Frank Strong, 
1908-1993 


(0) 
| 


Niacina 
(acido nicotinico) 


Nicotina 


Figura 13.26 Struttura della niacina (acido nicotinico) e dei 
suoi derivati nicotinammidici. Il precursore biosintetico di questi 
composti è il triptofano. In laboratorio l'acido nicotinico è stato 
sintetizzato la prima volta ossidando la nicotina, da cui prende il 
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D. Wayne Woolley, 
1914-1966 


Conrad Elvehjem, 
1901-1962 


tificarono la niacina come l’agente in grado di curare la lin- 
gua nera nei cani. L’integrazione della dieta con questo 
composto a basso costo ha consentito di sconfiggere la pel- 
lagra nelle popolazioni del mondo sviluppato, con una si- 
gnificativa eccezione: la pellagra è presente ancora tra gli 
alcolisti, il cui assorbimento intestinale di niacina è molto 
ridotto; inoltre gli alcolisti soddisfano gran parte del loro 
fabbisogno calorico con l’alcol il che determina una caren- 
za di vitamine, compresa la niacina. La pellagra è ancora 
presente soprattutto tra le popolazioni povere di alcuni pae- 
si, tra cui alcune zone dell’India, come il Deccan. O 


e Leflavoproteine contengono nucleotidi 

flavinici saldamente legati 
Le flavoproteine (Tabella 13.9) sono enzimi che cataliz- 
zano reazioni di ossidoriduzione usando come coenzimi 
sia il flavin mononucleotide (FMN) sia il flavin adenin di- 


*NH; 


Triptofano 


nome. La pellagra può essere curata sia con l'acido nicotinico, sia 
con la nicotinammide, ma la nicotina (contenuta per esempio nelle 
sigarette) non presenta proprietà terapeutiche. 
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Ml Tabella 13.9 Alcuni enzimi (flavoproteine) che utilizzano 
i coenzimi nucleotidi flavinici 


Enzima Nucleotide Pagina del 
flavinico testo 
Acil-CoA deidrogenasi FAD 689 
Diidrolipoil deidrogenasi FAD 651 
Succinato deidrogenasi FAD 663 
Glicerolo 3-fosfato deidrogenasi FAD 756 
Tioredossina reduttasi FAD 937 
NADH deidrogenasi (Complesso I) FMN 754 
Glicolato ossidasi FMN 831 


nucleotide (FAD) (Figura 13.27). Questi coenzimi, i nu- 
cleotidi flavinici, derivano dalla vitamina riboflavina. 
La struttura ad anelli fusi (l’anello isoallossanizinico) dei 
nucleotidi flavinici subisce riduzioni reversibili, accettan- 
do da un substrato riducente uno o due equivalenti ridu- 
centi nella forma di uno o due atomi di idrogeno (1 elet- 
trone + 1 protone per ogni atomo). Le forme ridotte di 
questi coenzimi sono abbreviate come FADH, e FMNH,. 
Quando un nucleotide flavinico ossidato accetta un solo 
elettrone (un solo atomo di idrogeno), si genera la forma 
semichinonica dell’anello isoallossanizinico, abbreviata 
come FADH' e FMNH'. Poiché le flavoproteine possono 
partecipare a reazioni in cui si ha il trasferimento di un 
solo elettrone per volta o di due elettroni per volta, ven- 
gono utilizzate in una varietà di reazioni proporzional- 
mente superiore a quella delle deidrogenasi dipendenti 
dai coenzimi piridinici. 


anello isoallossazinico 
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Flavin adenin dinucleotide (FAD) e 
flavin mononucleotide (FMN) 
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Come per i coenzimi nicotinammidici (vedi la Figura 
13.24), la riduzione dei coenzimi flavinici è accompagnata 
da una variazione nella banda principale di assorbimen- 
to della luce (utile ai biochimici che vogliono monitorare 
reazioni in cui sono coinvolti questi coenzimi). Le flavo- 
proteine completamente ridotte (due elettroni accettati) 
hanno generalmente un massimo di assorbimento della 
luce intorno a 360 nm. Le forme parzialmente ridotte (un 
elettrone) hanno il loro massimo di assorbimento intorno 
ai 450 nm; nella forma completamente ossidata la flavina 
ha il massimo di assorbimento a 370 e 440 nm. 

Nella maggior parte delle flavoproteine i nucleotidi fla- 
vinici sono legati piuttosto saldamente e in alcuni enzimi 
come la succinato deidrogenasi sono legati covalentemen- 
te. Questi coenzimi legati così saldamente vengono detti 
più propriamente gruppi prostetici. Essi non trasportano 
elettroni diffondendo da un enzima all’altro; rappresenta- 
no invece il sistema con cui le flavoproteine possono tem- 
poraneamente trattenere equivalenti riducenti, mentre 
ne catalizzano il trasferimento da un substrato donatore 
a uno accettore. Un'importante caratteristica delle flavo- 
proteine è data dalla variabilità del potenziale di riduzione 
standard (E£'°) del nucleotide flavinico legato: l’associazio- 
ne tra il gruppo prostetico e l'enzima conferisce all’anel- 
lo flavinico un potenziale di riduzione diverso in ogni fla- 
voproteina e, in qualche caso, molto diverso da quello del 
nucleotide libero. Il FAD legato alla succinato deidrogena- 
si, per esempio, ha un E° di circa 0,0 V; il FAD libero, in- 
vece, è di —0,219 V; il valore di E'° per altre flavoproteine 
oscilla tra -0,40 V e + 0,06 V. Le flavoproteine sono spes- 
so molto complesse; alcune hanno saldamente legati oltre 


(N ì H lo) 
H' +e 
Zora SC a) NH 
Lil LL 
N (0) CHy i) a) O 
R H 
FADH' (FMNH°) FADH, (FMNH,) 


(semichinone) (completamente ridotto) 


Figura 13.27 Forme ossidate e ridotte del FAD e dell’FMN. 
L'FMN è costituito dalla struttura al di sopra della linea tratteggiata 
che attraversa il FAD (forma ossidata). | nucleotidi flavinici accettano 
due atomi di idrogeno (due elettroni e due protoni), che si legano 
nella struttura ad anelli della flavina. Se il FAD o l’FMN accettano un 
atomo di idrogeno, si forma un radicale libero stabile, il semichinone. 
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al nucleotide flavinico, anche ioni inorganici (per esem- 
pio ferro o molibdeno) in grado di partecipare al trasferi- 
mento degli elettroni. 

Alcune flavoproteine agiscono in un modo piuttosto di- 
verso quando si comportano da recettori della luce. I crip- 
tocromi sono una famiglia di flavoproteine, ampiamen- 
te distribuite negli eucarioti, che mediano gli effetti della 
luce blu sullo sviluppo delle piante e gli effetti della luce 
sui ritmi circadiani dei mammiferi (oscillazioni fisiologi- 
che e biochimiche con un periodo di 24 ore). I criptocro- 
mi sono gli omologhi di un’altra famiglia di flavoproteine, 
le fotoliasi, presenti nei batteri e negli eucarioti, che usa- 
no l’energia assorbita dalla luce per riparare eventuali di- 
fetti chimici nel DNA. 

Esamineremo la funzione delle flavoproteine come tra- 
sportatori di elettroni nel Capitolo 19, dove considereremo 
il loro ruolo nella fosforilazione ossidativa (all’interno dei 
mitocondri) e nella fotofosforilazione (nei cloroplasti); nel 
Capitolo 25 descriveremo inoltre le fotoliasi. 


SOMMARIO 13.4 

Le reazioni biologiche 

di ossidoriduzione 

In molti organismi un processo centrale di conserva- 
zione dell’energia è la tappa di ossidazione del glucosio 
a CO; in cui parte dell'energia dell’ossidazione viene 
conservata nell’ATP mentre gli elettroni vengono tra- 
sferiti all’O;. 

Le reazioni di ossidoriduzione di interesse biologico 
possono essere descritte come due semireazioni, ognu- 
na con un caratteristico potenziale di riduzione stan- 
dard, E'°. 

Quando due semi-celle elettrochimiche, ognuna con- 
tenente i componenti di una semireazione, vengono 
collegate tra loro, gli elettroni tendono a spostarsi 
verso la semi-cella con il potenziale di riduzione più 
alto. L'intensità di questo flusso è proporzionale alla 
differenza tra i due potenziali di riduzione (AF) ed è 
una funzione delle concentrazioni delle specie ossida- 
te e ridotte. 

La variazione di energia libera standard per una rea- 
zione di ossidoriduzione è direttamente proporziona- 
le alla differenza dei potenziali di riduzione standard 
delle due semi-celle: AG'° = —n7 AF'°. 

Molte reazioni biologiche di ossidazione sono deidro- 
genazioni in cui vengono trasferiti uno o due atomi di 
idrogeno (H* + e) da un substrato a un accettore di 
atomi di idrogeno. Nelle cellule viventi le reazioni di 
ossidoriduzione coinvolgono specifici trasportatori di 
elettroni. 

Il NAD e il NADP sono coenzimi di numerose deidro- 
genasi e diffondono liberamente. Sia il NAD* che il 
NADP® possono accettare due elettroni e un protone. 
I nucleotidi flavinici, FAD e FMN, sono gruppi proste- 
tici delle flavoproteine. Possono accettare uno o due 
elettroni e uno o due protoni. Le flavoproteine servono 
anche come recettori della luce nei criptocromi e nelle 
fotoliasi. 
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AS Termini chiave 


=) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


adenilato chinasi 542 
adenililazione 539 
anabolismo 518 
autotrofo 517 
carbanioni 528 
carbocationi 528 
catabolismo 518 
chinasi 531 
condensazione 
aldolica 528 
condensazione di 
Claisen 528 
coppia coniugata 
redox 544 
costanti standard 
trasformate 523 
creatina chinasi 542 
criptocromo 552 
deidrogenasi 545 
deidrogenazione 545 
elettrofilo 527 
equivalente 
riducente 545 
eterotrofo 517 
flavoproteina 550 
forza elettromotrice 
(fem) 543 
fosfageni 542 


LÒ Ulteriori letture 


fotoliasi 552 
metabolismo 518 
metabolismo intermedio 
518 

metabolita 518 
nucleofilo 527 
nucleoside difosfato 
chinasi 541 
nucleotide 

piridinico 548 
nucleotidi flavinici 551 
ossidoreduttasi 549 
pirofosfatasi inorganica 
539 

polifosfato 

chinasi-1,-2 542 
potenziale di 
fosforilazione 

(AG,) 534 
potenziale di riduzione 
standard (E'°) 545 
radicale 527 

scissione 

eterolitica 527 
scissione omolitica 527 
tioestere 536 

vie metaboliche 518 


* Bioenergetica e termodinamica 

Atkins, P.W. (1984) The Second Law, Scientific 
American Books, Inc., New York. [Trad. it.: Il secondo 
principio, Zanichelli, Bologna, 1988.1| 

Una discussione elementare e ben illustrata sulla 
seconda legge e sulle sue implicazioni. 

Atkinson, D.E. (1977) Cellular Energy Metabolism and 
Its Regulation, Academic Press, Inc., New York. 

Una trattazione classica sul ruolo dell’ATP, dell’ADP e 
dell’AMP nel controllo della velocità del metabolismo. 
Bergethon, P.R. (1998) The Physical Basis of 
Biochemistry, Springer Verlag, New York. 

I Capitoli da 11 a 13 di questo libro e i testi di Tinoco et 
al. e di van Holde et al. (vedi sotto) sono eccellenti 
riferimenti per la biochimica fisica, con buone 
discussioni sulle applicazioni della termodinamica alla 


biochimica. 


Edsall, J.T., e Gutfreund, H. (1983) 
Biothermodynamics: The Study of Biochemical Processes at 
Equilibrium, John Wiley & Sons, Inc., New York. 
Hammes, G. (2000) Thermodynamics and Kinetics for 
the Biological Sciences, John Wiley & Sons, Inc., New 


York. 


Una trattazione ben scritta, ben illustrata e corredata da 


eccellenti esempi e problemi. 
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Harold, FM. (1986) The Vital Force: A Study of 
Bioenergetics, W. H. Freeman and Company, New York. 
Una bella e chiara analisi della termodinamica nei 
processi biologici. 

Harris, D.A. (1995) Bioenergetics at a Glance, Blackwell 
Science, Oxford. 

Un breve e chiaro trattato sull’energetica cellulare, con 
introduzione alla termodinamica. 

Haynie, D.T. (2001) Biological Thermodynamics, 
Cambridge University Press, Cambridge. 

Una discussione accessibile sulla termodinamica e sulla 
cinetica dei sistemi biologici. 

Loewenstein, W.R. (1999) The Touchstone of Life: 
Molecular Information, Cell Communication, and the 
Foundations of Life, Oxford University Press, New York. 
Una discussione molto chiara sui rapporti fra entropia e 
informazione. 

Nicholls, D.G., e Ferguson, S.J. (2002) Bioenergetics 3, 
Academic Press, Inc., New York. 

Una discussione chiara, ben illustrata e di medio livello, 
sulla teoria della bioenergetica e sui meccanismi di 
trasduzione dell'energia. 

Tinoco, I., Jr., Sauer, K., Wang, J.C., e Puglisi, J.D. 
(2002) Physical Chemistry: Principles and Applications in 
Biological Sciences, 4° ed., Prentice-Hall, Inc., Upper 
Saddle River, N]. 

I Capitoli 2-5 riguardano la termodinamica. 

van Holde, K.E., Johnson, C., e Ho, P.S. (2006) 
Principles of Physical Biochemistry, 2nd edn, Prentice- 
Hall, Inc., Upper Saddle River, NJ. 

I Capitoli 2 e 3 sono particolarmente interessanti. 


* Logica chimica e reazioni biologiche più comuni 
Frey, P.A. (2001) Radical mechanisms of enzymatic 
catalysis. Annu. Rev Biochem. 70, pp. 121-148. 

Una rassegna molto utile delle reazioni che procedono 
con un meccanismo radicalico. 

Frey, P.A., e Hegeman, A.D. (2006) Enzymatic 
Reaction Mechanisms, Oxford University Press, New 
York. 

Una discussione approfondita sulle reazioni che 
avvengono nei sistemi viventi. 

Gutteridge, A. e Thornton, J.M. (2005) 
Understanding nature’s catalytic toolkit. Trends Biochem. 
Sci. 11, pp. 622-629. 

Kraut, D.A., Carroll, K.S., e Herschlag, D. (2003) 
Challenges in enzyme mechanism and energetics. Annu. 
Rev. Biochem. 72, pp. 517-571. 

Un buon riassunto dei principi della catalisi enzimatica, 
secondo le moderne conoscenze, compreso quanto non 
è stato ancora chiarito. 


e Trasferimenti di gruppi fosforici e ATP 

Alberty, R.A. (1994) Biochemical thermodynamics. 
Biochim. Biophys. Acta 1207, pp. 1-11. 

Spiega la differenza tra reazioni biochimiche e chimiche, 
e tratta del significato delle proprietà termodinamiche 
dell'ATP e di altri composti fosforilati. 

Bridger, W.A., e Henderson, J.F (1983) Cell ATP, John 
Wiley & Sons, Inc., New York. 
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La chimica dell'ATP il suo posto nella regolazione 
metabolica e i suoi ruoli catabolici e anabolici. 

Brown, M.R.W., e Kornberg, A. (2004) Inorganic 
polyphosphate in the origin and survival of species. 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, pp. 16 085-16 087 
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= Problemi 


1. Variazioni di entropia durante lo sviluppo dell’uo- 
vo. Consideriamo un sistema costituito da un uovo in 
un incubatore. Il bianco e il rosso dell'uovo contengo- 
no proteine, carboidrati e lipidi. Se fecondato, l'uovo 
si trasforma da una singola cellula in un organismo 
complesso. Discutete questo processo irreversibile nei 
termini di variazioni di entropia del sistema, dell’am- 
biente e dell’universo. Siate certi prima di tutto di de- 
finire nel modo corretto il sistema e l’ambiente circo- 
stante. 

2. Calcolo del valore di AG’° dalla costante di equili- 
brio. Calcolate la variazione di energia libera standard 
delle seguenti reazioni di interesse metabolico cataliz- 
zate da enzimi, a 25 °C e a pH 70, partendo dai valori 
delle costanti di equilibrio. 


aspartato 
amminotrasferasi 


(a) Glutammato + ossalacetato 
aspartato + a-chetoglutarato K'. = 6,8 
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triosio fosfato 
isomerasi 


(b) Diidrossiacetone fosfato 
gliceraldeide 3-fosfato K'.j = 0,0475 


fosfofruttochinasi 


(c) Fruttosio 6-fosfato + ATP = 
fruttosio 1,6-bisfosfato + ADP__K'.j = 254 


. Calcolo delle costanti di equilibrio dal valore di 


AG”°. Calcolate la costante di equilibrio K'.j di ciascu- 
na delle seguenti reazioni a pH 70 e a 25 °C, usando i 
valori di AG‘'° riportati nella Tabella 13.4. 


glucosio 
6-fosfatasi 


(a) Glucosio-6-fosfato + H,0 
glucosio + Pi 


B-galattosidasi 


(b) Lattosio + H30 
glucosio + galattosio 


fumarasi 


(c) Malato fumarato + H,0 


. Determinazione sperimentale di K'., e AG”°. Se una 


soluzione 0,1 m di glucosio 1-fosfato viene incubata a 
25° C con una quantità catalitica di fosfoglucomutasi, 
il glucosio 1-fosfato viene trasformato in glucosio 6-fo- 
sfato. Le concentrazioni all’equilibrio sono: 


Glucosio 1-fosfato —= glucosio 6-fosfato 
4,5 X 10m 9,6 X 10 2 mM 


Calcolate i valori di K'.j e di AG’° delle reazioni a 
25 °C. 


. Determinazione sperimentale del valore di AG” 


per l’idrolisi di ATP. Una valutazione diretta della va- 
riazione di energia libera standard associata all’idroli- 
si di ATP non è tecnicamente semplice per il fatto che 
risulta difficoltoso valutare le piccole quantità di ATP 
che restano all’equilibrio. Il valore di AG'° può essere 
calcolato indirettamente dalle costanti di equilibrio di 
altre due reazioni enzimatiche che abbiano costanti di 
equilibrio meno favorevoli: 


Glucosio 6-fosfato + HX0 + glucosio + P; K'eq = 270 


ATP + glucosio + ADP + glucosio 6-fosfato — K 890 


' in 
eq 
Usando queste informazioni, calcolate l’energia libera 


di idrolisi dell’ATP Supponete che la temperatura sia 
25 °C. 


. Differenza tra AG'° e AG. Prendiamo in considera- 


zione la seguente interconversione, che ha luogo nella 
glicolisi (Capitolo 14): 


Fruttosio 6-fosfato —= glucosio 6-fosfato 


K'eq= 1,97 


(a) Qual è il valore di AG'° della reazione (K',j misura- 
to a 25 °C)? 

(b) Se la concentrazione di fruttosio 6-fosfato viene por- 
tata a 1,5 mM e quella del glucosio 6-fosfato a 0,5 M, 
qual è il valore di AG? 

(c) Perché AG’° e AG sono differenti? 


. Energia libera di idrolisi del CTP. Confrontate la 


struttura del nucleoside trifosfato CTP con la struttu- 
ra dell'ATP 
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OH OH 
Citidina trifosfato (CTP) 
NH, 
o) | È, 
o” _ 
A 
0 P O P O N 
O O 


OH OH 
Adenosina trifosfato (ATP) 


Ora calcolate la K'_ e il AG'° della seguente reazione: 
ATP + CDP ADP + CTP 


& Dipendenza di AG dal pH. Lenergia libera rilascia- 
ta dall’idrolisi dell'ATP in condizioni standard a pH 70 è 
—30,5 kJ/mole. Se l’ATP viene idrolizzato in condizioni 
standard ma a pH 5,0, l’energia libera rilasciata è mino- 
re o maggiore? Perché? 

Il valore di AG'°in reazioni accoppiate. Il glucosio 
1-fosfato viene convertito in fruttosio 6-fosfato in due 
reazioni successive: 


Glucosio 1-fosfato + glucosio 6-fosfato 
Glucosio 6-fosfato + fruttosio 6-fosfato 


Usando i valori di AG'° riportati nella Tabella 13.4, cal- 
colate la costante di equilibrio per la somma delle due 
reazioni: 


Glucosio 1-fosfato + fruttosio 6-fosfato 


Effetto del rapporto [ATP]/[ADP] sull’energia li- 
bera di idrolisi dell’ATP. Usando l’Equazione 13.4, ri- 
portate AG in funzione di Q (rapporto di azione di mas- 
sa) a 25 °C per le concentrazioni di ATP, ADP e P; del- 
la tabella sottostante. Il AG'° della reazione è di -30,5 
kJ/mole. Usate il grafico ottenuto per spiegare perché 
il metabolismo viene regolato per mantenere un ele- 
vato rapporto [ATP]/[ADP]. 


Concentrazione (mm) 


ATP 5 3 1 0,2 5 
ADP 0,2 2,2 4,2 50 25 


Pi 10 12,1 141 149 10 


Strategia messa in atto per superare reazioni sfa- 
vorite: accoppiamento chimico ATP-dipendente. La 
fosforilazione del glucosio a glucosio 6-fosfato è la tap- 
pa iniziale del catabolismo del glucosio. La fosforilazio- 
ne diretta del glucosio da P; è descritta dall’equazione: 


Glucosio + P; + glucosio 6-fosfato + H30 
AG'° = 13,8 kJ/mole 
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(a) Calcolate la costante di equilibrio di questa reazio- 
ne a 37 °C. In un epatocita di ratto, la concentra- 
zione fisiologica di glucosio e di P; è mantenuta a 
livelli intorno a 4,8 mm. Qual è la concentrazione 
all'equilibrio del glucosio 6-fosfato, ottenuto dal- 
la fosforilazione diretta del glucosio da parte del 
P;? Può questa reazione avere un significato me- 
tabolico nel catabolismo del glucosio? Spiegate il 
perché. 

(b) In linea di principio, un sistema per aumentare 
la concentrazione di glucosio 6-fosfato è quello di 
spostare l'equilibrio della reazione verso destra, 
incrementando la concentrazione intracellulare 
del glucosio e del P;. Assumendo una concentra- 
zione fissa di P; di 4,8 mm, quanto dovrebbe diven- 
tare la concentrazione intracellulare del glucosio 
per avere una concentrazione di glucosio 6-fosfato 
all'equilibrio di 250 pm (la concentrazione fisiolo- 
gica normale)? Valutate se questo sistema potreb- 
be essere utilizzato e se potrebbe quindi avere un 
qualche riscontro fisiologico, tenendo conto che la 
solubilità del glucosio in acqua è meno di 1 m/L. 

(c) La fosforilazione del glucosio in una cellula è ac- 
coppiata all’idrolisi di ATP, cioè parte dell’energia 
libera dell’idrolisi dell’ATP viene utilizzata per ef- 
fettuare la fosforilazione endoergonica del gluco- 
sio: 


(1) Glucosio + P;j + glucosio 6-fosfato + H,0 
AG'° = 13,8 kJ/mole 
(2) ATP +H;0 > ADP + P; 
AG'° = - 30,5 kJ/mole 


Somma: Glucosio + ATP + glucosio 6-fosfato + ADP 


Calcolate il valore di K',j della reazione comples- 
siva a 37 °C. Quando la fosforilazione ATP-dipen- 
dente del glucosio diventa operativa, quale deve es- 
sere la concentrazione del glucosio per avere una 
concentrazione intracellulare di 250 um di gluco- 
sio 6-fosfato, se le concentrazioni di ATP e di ADP 
sono rispettivamente 3,38 e 1,32 mm? In linea di 
principio, questo sistema accoppiato rappresenta 
una via possibile per la fosforilazione del glucosio 
all’interno della cellula? Spiegate il perché. 

(d) Anche se l'accoppiamento dell’idrolisi dell'ATP 
alla fosforilazione del glucosio ha senso in termi- 
ni termodinamici, non è stato ancora specificato 
come possa avvenire questo accoppiamento. Da- 
to che l'accoppiamento necessita di un intermedio 
comune, un meccanismo plausibile sarebbe quel- 
lo di usare l’idrolisi di ATP per aumentare la con- 
centrazione di P; e quindi spingere la fosforilazione 
sfavorevole del glucosio. Questo è un sistema ragio- 
nevole? (Pensate ai prodotti di solubilità degli in- 
termedi metabolici). 

(e) La fosforilazione accoppiata all’ATP del glucosio 
è catalizzata nell’epatocita dall’enzima glucochi- 
nasi. Questo enzima lega l’ATP e il glucosio in mo- 
do da formare un complesso glucosio-ATP-enzima, 
e il gruppo fosforico viene trasferito direttamente 
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16. 


dall’ATP al glucosio. Spiegate i vantaggi di questo 
sistema. 
Calcolo di AG'° delle reazioni accoppiate all’ATP. 
Usando i dati riportati nella Tabella 13.6 calcolate il va- 
lore di AG'° delle seguenti reazioni 


(a) Fosfocreatina + ADP — creatina + ATP 
(b) ATP + fruttosio > ADP + fruttosio 6-fosfato 


Accoppiamento della scissione dell’ATP a reazio- 

ni sfavorite. Questo problema affronta le conseguen- 

ze dell’accoppiamento dell’idrolisi dell’ATP in condi- 

zioni fisiologiche a reazioni biochimiche termodina- 

micamente sfavorite; prendiamo in considerazione la 

trasformazione chimica ipotetica X + Y, una reazione 

che ha un valore di AG‘° di 20 kJ/mole. 

(a) Qual è il rapporto [Y] / [X] all'equilibrio? 

(b) Supponendo che X e Y partecipino a una sequenza 
di reazioni durante le quali ’ATP viene idrolizzato 
ad ADP e P,, la reazione complessiva sarà: 


X + ATP +H)0 > Y+ ADP + P; 


Calcolate [Y]/[X] per la reazione all’equilibrio. Sup- 
ponete che la temperatura sia di 25 °C e le concen- 
trazioni di ATP, ADP e P; siano tutte 1 m. 

(c) Sappiamo che [ATP], [ADP], [P;] non sono 1min 
condizioni fisiologiche. Calcolate il rapporto [Y]/[X] 
per la reazione accoppiata all’ATP, quando i valori 
delle concentrazioni di ATB, ADP e P; sono quelli 
presenti in un miocita di ratto (Tabella 13.5). 

Calcolo del valore di AG in concentrazioni fisio- 

logiche. Calcolate il AG (non il AG‘°) fisiologico della 


reazione 
Fosfocreatina + ADP — creatina + ATP 


a 37 °C, come avviene nel citosol dei neuroni, in cui 
la fosfocreatina è presente alla concentrazione di 4,7 
mm, la creatina è 1 mm, V’ADP è 0,73 mm e VATP è 2,6 
mm. 

Energia libera necessaria per la sintesi di ATP in 
condizioni fisiologiche. Nel citosol di epatociti di rat- 
to, la temperatura è di 37 °C e il rapporto di azione di 
massa è 


[ATP] 


—————- = 5,33 X 102 Mm! 
[ADP][P] N 


Calcolate l’energia libera necessaria per sintetizzare 
ATP nell’epatocita di ratto. 

La logica chimica. Nella via glicolitica, uno zucche- 
ro a sei atomi di carbonio (il fruttosio 1,6-bisfosfato) 
viene scisso per formare due zuccheri a tre atomi di 
carbonio, che verranno metabolizzati (vedi la Figura 
14.6). In questa via metabolica l’isomerizzazione del 
glucosio 6-fosfato a fruttosio 6-fosfato (mostrata in al- 
to a destra) avviene due tappe prima della reazione di 
scissione (il passaggio intermedio consiste nella fosfo- 
rilazione del fruttosio 6-fosfato in fruttosio 1,6-bisfo- 
sfato, pagina 565). 
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H 
ad H—C—0H 
H—C—0H C=0 
HO —C—H fosfoesoscisomerasi HO —C—H 
H—C—0H H—C—0H 
H—C—0H H—C—0H 
CHyOP0,} CHyOPO,} 


Glucosio 6-fosfato Fruttosio 6-fosfato 


Dal punto di vista chimico, qual è il ruolo della reazio- 
ne di isomerizzazione? (Suggerimento: pensate a ciò 
che accadrebbe se la scissione del legame C—C avve- 
nisse senza previa isomerizzazione.) 

Meccanismi di reazioni enzimatiche I. La lattato 
deidrogenasi è uno dei molti enzimi che richiedono 
NADH come coenzima. Esso catalizza la conversione 
del piruvato in lattato: 


CS O . O, 0 
(G] NADH+H NAD (8) 
2 
Co i HOEZCZHI 
lattato | 
CH, deidrogenasi CHy 
Piruvato L-Lattato 


Disegnate un possibile meccanismo per questa reazio- 
ne (utilizzare le frecce per il trasferimento elettroni- 
co). (Suggerimento: si tratta di una comune reazione 
del metabolismo; il meccanismo è simile a quello delle 
razioni catalizzate da altre deidrogenasi che utilizzano 
il NADH, come l’alcol deidrogenasi.) 

Meccanismi di reazioni enzimatiche II. Le reazioni 
biochimiche spesso sembrano più complesse di quan- 
to lo siano in realtà. Nella via del pentosio fosfato (Ca- 
pitolo 14), il sedoeptulosio 7-fosfato e la gliceraldeide 
3-fosfato reagiscono per formare l’eritrosio 4-fosfato e 
il fruttosio 6-fosfato in una reazione catalizzata dalla 
transaldolasi. 


al 
ir 
Ho= ? —H 
H_C_-0H 
LS 7 
H_-C_-0H C 
+ l — 
H_-CT-0H H_-CT-0H transaldolasi 
I | 
CH30P087 CH30P03” 
Sedoeptulosio Gliceraldeide 
7-fosfato 3-fosfato 
eee 
C=0 
O, Wii 
î Ho= î =: 
H- EPS ai a 
+ 
H_ i — OH H_ C — OH 
CH30P057 CH30PO087 
Eritrosio Fruttosio 
4-fosfato 6-fosfato 
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Descrivete un possibile meccanismo per questa reazio- 

ne (utilizzate le frecce per il trasferimento elettronico). 

(Suggerimento: riguardate la condensazione aldolica e 

ponete attenzione al nome dell’enzima.) 

Uso giornaliero di ATP nell’uomo adulto. 

(a) Quando i reagenti e i prodotti sono tutti alla con- 
centrazione di 1 m e alla temperatura di 25 °C (sta- 
to standard), per sintetizzare ATP da ADP e P; sono 
necessari 30,5 kJ/mole. Poiché le concentrazioni fi- 
siologiche di ATP, ADP e P; non sono 1 me la tem- 
peratura è di 37 °C, l’energia libera necessaria per 
sintetizzare l’ATP sarà diversa dal valore di AG”°. 
Calcolate l’energia libera necessaria per sintetiz- 
zare ATP in un epatocita umano quando le con- 
centrazioni di ATP, ADP e P; sono rispettivamente 
3,5 mm, 1,50 mm e 5,0 mm. 

(b) Un uomo adulto di 68 kg ha bisogno di assumere 
giornalmente (ogni 24 ore) circa 2000 kcal (8360 kJ) 
di cibo. Questo cibo viene metabolizzato e l’ener- 
gia libera che si ricava viene utilizzata per sintetiz- 
zare ATP, che a sua volta viene poi utilizzato per 
tutti i lavori chimici e meccanici del corpo. Sup- 
ponendo che l'efficienza della conversione dell’e- 
nergia del cibo in ATP sia del 50%, calcolate il pe- 
so di ATP utilizzato da un uomo adulto in un pe- 
riodo di 24 ore. Quale percentuale del peso corpo- 
reo rappresenta? 

(c) Anche se un uomo adulto sintetizza grandi quanti- 
tà di ATP in un giorno, il suo peso corporeo e la sua 
struttura o composizione non si modificano sostan- 
zialmente durante questo periodo di tempo. Potete 
spiegare questa apparente contraddizione? 

Velocità del turnover dei gruppi fosforici y e p 
dell’ATP. Se una piccola quantità di ATP marcato 
con un fosforo radioattivo nella posizione terminale, 
[y-**P]ATP viene aggiunto a un estratto di lievito, cir- 
ca la metà della radioattività del 3°P si trova nel P; sol- 
tanto pochi minuti dopo, ma la concentrazione di ATP 
non viene modificata. Spiegate il perché. Se nello stes- 
so esperimento viene usato ATP marcato con *°P nella 
posizione centrale, [B-#*P]ATP, la marcatura non com- 
pare nel P; dopo lo stesso tempo di incubazione. Per- 
ché? 

Scissione dell’ATP ad AMP e PP; durante il meta- 

bolismo. La sintesi della forma attivata di acetato (ace- 

til-CoA) è un processo ATP-dipendente: 


Acetato + CoA + ATP + acetil-CoA + AMP + PP; 


(a) Il valore di AG‘° di idrolisi dell’acetil-CoA ad ace- 
tato e CoA è —32,2 kJ/mole e quello dell’idrolisi 
di ATP ad AMP e PP; è —- 30,5 kJ/mole. Calcolate il 
valore di AG'° della reazione di sintesi dipendente 
dall’ATP dell’acetil-CoA. 

(b) Praticamente tutte le cellule contengono l’enzima 
pirofosfatasi inorganica che catalizza l’idrolisi del 
pirofosfato (PP;) a fosfato inorganico (P;). Quale ef- 
fetto produce la presenza di questo enzima sulla 
sintesi dell’acetil-CoA? Spiegate il perché. 

Energia per pompare ioni H*. Le cellule che rive- 

stono le pareti dello stomaco contengono “pompe” di 
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membrana che trasportano ioni idrogeno dal citosol di 
queste cellule (a pH 7,0) nello stomaco, contribuendo 
a mantenere il giusto grado di acidità dei succhi ga- 
strici (pH 1,0). Calcolate l’energia libera necessaria per 
trasportare 1 mole di ioni idrogeno attraverso queste 
pompe (suggerimento: vedi il Capitolo 11). Supponete 
che la temperatura sia di 37 °C. 

Potenziali di riduzione standard. Il potenziale di ri- 
duzione standard, E'°, di una coppia redox è definito 
per la semireazione: 


Agente ossidante + n elettroni + agente riducente 


I valori di E'° delle coppie coniugate redox NAD'/ 

NADH e piruvato/lattato sono rispettivamente —0,32 V 

e —-0,19 V. 

(a) Quale coppia coniugata ha la tendenza maggiore a 
perdere elettroni? Perché? 

(b) Qual è l’agente ossidante più forte? Perché? 

(c) Se iniziamo con una concentrazione 1 m di ogni rea- 
gente e di ogni prodotto a pH 7 e a 25 °C, in quale 
direzione procederà la reazione seguente? 


Piruvato + NADH + H' —> lattato + NAD* 


(d) Qual è la variazione di energia libera standard 
(AG'°) a 25 °C di questa reazione? 

(e) Qual è la costante di equilibrio (K'.) della reazio- 
ne? 

Energia complessiva della catena respiratoria. Il 

trasferimento degli elettroni nella catena respiratoria 

mitocondriale può essere rappresentato dalla seguen- 

te reazione: 


NADH + H* + 10, == H0 + NAD* 


(a) Calcolate il valore di AE'° della reazione comples- 
siva del trasferimento di elettroni nei mitocondri. 
Utilizzate i valori di E'° della Tabella 13.7 

(b) Calcolate il valore di AG'° di questa reazione. 

(c) Quante molecole di ATP si possono teoricamente ri- 
cavare da questa reazione se l’energia libera stan- 
dard di sintesi di ATP è di 52 kJ/mole? 

Dipendenza della forza elettromotrice dalle con- 

centrazioni. Calcolate la forza elettromotrice (in volt) 

registrata da un elettrodo immerso in una soluzione 

contenente le seguenti miscele di NAD* e NADH a 

pH 70 e a 25 °C, in riferimento a una semi-cella con 

E'° = 0,00 V. 

(a) 1,0 mm NAD® e 10 mm NADH 

(b) 1,0 mm NAD* e 1,0 mm NADH 

(c) 10 mm NAD' e 1,0 mm NADH 

Affinità per gli elettroni. Disponete i seguenti com- 

posti in ordine di tendenza crescente ad accettare elet- 

troni: 

(a) a-chetoglutarato + CO; (si forma isocitrato); 

(b) ossalacetato; 

(c) O; 

(d) NADP*. 

Direzione delle reazioni di ossidoriduzione. Qua- 

li delle seguenti reazioni procederanno nelle direzio- 

ni indicate dalle frecce in condizioni standard, suppo- 

nendo che siano presenti gli enzimi che le catalizzano? 
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(a) Malato + NAD* + ossalacetato + NADH + H° 
(b) Acetoacetato + NADH + H° + p-idrossibutirrato 
+NAD* 


La didascalia della figura così descriveva il modello: 
“Modello della diffusione unidirezionale del colore tra 
oligodendrociti e astrociti, basato su differenze del dia- 
(c) Piruvato + NADH + H° — lattato + NAD* metro del poro di connessione. Come una nassa per pe- 
(d) Piruvato + R-idrossibutirrato > lattato + acetoa- sci, le molecole del colorante (pallini neri) possono pas- 
cetato sare da un astrocita a un oligodendrocita (A), ma non 

(e) Malato + piruvato + ossalacetato + lattato possono muoversi nella direzione opposta (B).” 
(f) Acetaldeide + succinato + etanolo + fumarato Anche se l’articolo è stato chiaramente valutato dai re- 
visori di Science, diverse lettere all'editore (1994) rimar- 
carono che il modello di Robinson e coautori violava il 

= Problema sull'analisi dei dati secondo principio della termodinamica. 

ila (a) Spiegate perché il modello viola la seconda legge. 
28. La termodinamica può essere ingannevole. La ter- Suggerimento: si pensi a che cosa accadrebbe all’en- 


modinamica è una disciplina che può spesso trarre in 
inganno. Un esempio interessante è quello di un arti- 
colo di Robinson, Hampson, Munro e Vaney, pubbli- 
cato su Science nel 1993. Robinson e collaboratori han- 
no studiato il passaggio di piccole molecole tra cellule 
adiacenti del sistema nervoso centrale attraverso i ca- 
nali cellula-cellula (giunzioni gap). Essi osservarono 
che due coloranti, il giallo “Lucifer” (una piccola mo- 
lecola carica negativamente) e la biocitina (una picco- 
la molecola zwitterionica), passavano da una cellula 
gliale all’altra solo in una direzione (le cellule gliali so- 
no cellule non neuronali del sistema nervoso). Il colo- 
re iniettato negli astrociti passava negli adiacenti astro- 


tropia del sistema se si partisse da concentrazioni 
uguali del colorante nell’astrocita e nell’oligoden- 
drocita connessi da una giunzione gap tipo nassa. 

(b) Spiegate perché il modello non può essere applica- 
to alle piccole molecole, anche se potrebbe essere 
adatto per catturare i pesci. 

(c) Spiegate perché la nassa è adatta per la cattura dei 
pesci. 

(d) Proponete due meccanismi possibili per il traspor- 
to unidirezionale delle molecole di colorante tra le 
cellule, che non violino la seconda legge della ter- 
modinamica. 
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citi, negli oligodendrociti o nelle cellule di Miller, ma 
il colore iniettato negli oligodendrociti o nelle cellule 
di Miiller passava solo lentamente negli astrociti. Tut- 
te queste cellule sono connesse da giunzioni gap. 

Anche se l'argomento centrale del loro articolo era un 


altro, gli autori hanno presentato un modello moleco- 
lare per spiegare l’unidirezionalità del trasporto, come 
mostrato nella Figura 3 del loro lavoro. 


(A)  Astrocita Oligodendrocita 


(B) Astrocita Oligodendrocita 
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GLUCONEOGENESI 
E VIA DEL PENTOSIOP 


14.1 Laglicolisi 
14.2 Viedi alimentazione della glicolisi 


14.3 Il destino del piruvato in condizioni anaerobiche: 
la fermentazione 


14.5 L'ossidazione del glucosio attraverso la via del pentosio 
fosfato 590 


1 glucosio occupa una posizione centrale nel metaboli- 

smo delle piante, degli animali e di molti microrganismi. 

È relativamente ricco di energia potenziale e quindi è 
un ottimo combustibile (sostanza nutriente). La comple- 
ta ossidazione del glucosio ad anidride carbonica e acqua 
procede con una variazione di energia libera standard di 
—2840 kJ/mole. Immagazzinando il glucosio sotto forma 
di un polimero a elevato peso molecolare, come l’amido o 
il glicogeno, la cellula può conservare grandi quantità di 
unità dell’esosio, mantenendo nel contempo relativamente 
bassa l’osmolarità citosolica. Se la richiesta di energia au- 
menta, il glucosio può essere rilasciato dai polimeri intra- 
cellulari con funzione di riserva e utilizzato per produrre 
ATP aerobicamente oppure anaerobicamente. 

Il glucosio non è solamente un’eccellente sostanza nu- 
triente, ma anche un precursore versatile, capace di forni- 
re una grande varietà di intermedi metabolici per le bio- 
sintesi. Un batterio come l’Escherichia coli può derivare 
dal glucosio gli scheletri carboniosi di tutti gli amminoa- 
cidi, dei nucleotidi, dei coenzimi, degli acidi grassi e di 
altri intermedi necessari per la crescita. Lo studio dei de- 
stini metabolici del glucosio comprenderebbe centinaia 0 
migliaia di trasformazioni, ma negli animali e nelle pian- 
te vascolari il glucosio ha quattro destini principali: può 
essere utilizzato per la sintesi di polisaccaridi complessi 
destinati allo spazio extracellulare, essere immagazzina- 
to nella cellula (sotto forma di polisaccaridi o di saccaro- 
sio), essere ossidato a composti a tre atomi di carbonio 
(piruvato) tramite la glicolisi per produrre ATP e inter- 
medi metabolici, o infine essere ossidato attraverso la via 
del pentosio fosfato (o del fosfogluconato) per produrre 
ribosio 5-fosfato necessario per la sintesi degli acidi nu- 


cleici, e il NADPH, usato invece nei processi biosintetici 
riduttivi (Figura 14.1). 

Gli organismi che non hanno accesso al glucosio da al- 
tre fonti devono produrlo. Gli organismi fotosintetici sin- 
tetizzano il glucosio prima riducendo la CO; atmosferica a 
triosi e poi convertendo i triosi in glucosio. Le cellule non 
fotosintetiche sintetizzano il glucosio da precursori a tre 
o quattro atomi di carbonio tramite la gluconeogenesi, un 
processo che consiste in pratica nell’inverso della glicolisi 
e ne utilizza molti degli enzimi. 

In questo capitolo descriveremo le singole reazioni del- 
la glicolisi, della gluconeogenesi e della via del pentosio fo- 
sfato, mettendo in risalto il significato funzionale delle tre 
vie metaboliche. Descriveremo anche i diversi destini me- 
tabolici del piruvato prodotto dalla glicolisi. Essi includono 
anche le fermentazioni usate da molti organismi che vivo- 
no in nicchie anaerobiche per produrre AT ma sfruttate 
industrialmente come fonti di etanolo, di acido lattico e di 
altri prodotti di uso commerciale. Tratteremo anche le vie 
metaboliche responsabili dell'ingresso di mono-, di- e poli- 
saccaridi nella via glicolitica. L'analisi del metabolismo del 
glucosio continua nel Capitolo 15, dove i processi di sin- 
tesi e degradazione dei carboidrati vengono utilizzati per 


Matrice extracellulare 
e polisaccaridi Glicogeno, 
della parete cellulare amido, saccarosio 


di I Se 
strutturali 


sintesi 


| Glucosio | 


ossidazione ossidazione 
tramite la via tramite 
dei pentosio la glicolisi 
fosfati 

Ribosio 5-fosfato Piruvato 


Figura 14.1 Principali vie di utilizzo del glucosio. Anche se quelli 
indicati non comprendono tutti i destini metabolici a cui va incontro 
il glucosio, le quattro vie mostrate sono le più significative, se si 
considera la quantità di glucosio che fluisce attraverso di esse nella 
maggior parte delle cellule. 
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illustrare i diversi e molteplici meccanismi con cui gli or- 
ganismi regolano le vie metaboliche. Infine, nel Capitolo 
20 descriveremo le vie di biosintesi a partire dal glucosio 
della matrice extracellulare, dei polisaccaridi della parete 
cellulare e dei polisaccaridi di deposito. 


La glicolisi 


Nella glicolisi (dal greco glykys, “dolce”, e lysis, “scissione”) 
una molecola di glucosio viene degradata mediante una 
serie di reazioni catalizzate da enzimi che producono due 
molecole di un composto a tre atomi di carbonio, il piru- 
vato. Durante le reazioni in sequenza della glicolisi parte 
dell’energia rilasciata dal glucosio viene recuperata sotto 
forma di ATP e di NADH. La glicolisi è stata la prima via 
metabolica a essere stata identificata e probabilmente ri- 
mane la via meglio conosciuta. Dalla scoperta di Eduard 
Buchner nel 1897 della fermentazione in estratti acellula- 
ri di lievito fino alla spiegazione dell’intera via nel lievito 
(da parte di Otto Warburg e Hans von Euler-Chelpin) e nel 
muscolo (Gustav Embden e Otto Meyerhof) intorno agli 
anni ’30, le reazioni della glicolisi in estratti di lievito e di 
muscolo sono state al centro dell’attenzione dei biochimi- 
ci. Il cambiamento di prospettiva della ricerca biochimi- 
ca, anche dal punto di vista filosofico, era già stato preco- 
nizzato da Jacques Loeb nel 1906: 


Grazie alla scoperta di Buchner, la biologia si è liberata da 
un alone di misticismo. La scissione dello zucchero in CO; 
e alcol non è l’effetto di un “principio vitale”, ma equivale 
alla scissione dello zucchero di canna da parte dell’inver- 
tasi. La storia di questo problema è istruttiva, e ci ammoni- 
sce a non considerare i problemi fuori dalla nostra portata, 
solo perché non si è ancora riusciti a trovarne la soluzione. 


Lo sviluppo di metodi di purificazione degli enzimi, la sco- 
perta e il riconoscimento dell’importanza di coenzimi co- 
me il NAD e l’identificazione del ruolo primario dell'ATP 
e di altri composti fosforilati sono informazioni derivate 
dalle ricerche sulla glicolisi. Gli enzimi glicolitici di molte 
specie sono stati purificati e studiati a fondo. 

La glicolisi è la via centrale per il catabolismo del glu- 
cosio, attraverso la quale passa la quantità più consistente 
di atomi di carbonio nella maggior parte delle cellule. La 
demolizione del glucosio è la sola fonte di energia metabo- 
lica in alcuni tessuti di mammifero e in alcuni tipi di cel- 
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lule (per esempio gli eritrociti, la midollare renale, il cer- 
vello e gli spermatozoi). Alcuni tessuti delle piante spe- 
cializzati per la produzione di amido (come i tuberi delle 
patate) e alcune piante acquatiche (come il crescione) ot- 
tengono la maggior parte della loro energia dalla glicoli- 
si; molti microrganismi anaerobici dipendono interamen- 
te dalla glicolisi. 

Per fermentazione si intende la degradazione anaero- 
bica del glucosio o di altri nutrienti per ottenere energia che 
viene conservata sotto forma di ATP Poiché i primi organi- 
smi viventi comparvero in un’atmosfera priva di ossigeno, la 
demolizione anaerobica del glucosio probabilmente è il mec- 
canismo biologico più antico sviluppato per ottenere ener- 
gia dalle molecole organiche. Come è risultato evidente dal 
sequenziamento del genoma di una grande varietà di orga- 
nismi, alcuni archea e alcuni microrganismi parassiti sono 
privi di alcuni enzimi della glicolisi, ma conservano il nucleo 
centrale della via metabolica presumibilmente realizzando 
forme alternative di glicosi. Nel corso dell’evoluzione, la chi- 
mica della sequenza di reazioni della glicolisi si è completa- 
mente conservata: gli enzimi glicolitici dei vertebrati sono 
molto simili come sequenza amminoacidica e struttura tri- 
dimensionale ai loro omologhi del lievito e degli spinaci. La 
glicolisi differisce tra le diverse specie solo per dettagli della 
regolazione e per il destino metabolico del piruvato. I prin- 
cipi termodinamici e i meccanismi di regolazione che gover- 
nano la glicolisi sono comuni a tutte le vie metaboliche cel- 
lulari. Quindi la via glicolitica, di per sé importante, serve 
anche come modello per lo studio di molti aspetti del meta- 
bolismo che verranno trattati in seguito. 

Prima di esaminare in dettaglio le singole reazioni, dia- 
mo uno sguardo d’insieme alla glicolisi. 


e Unosguardo d'insieme: la glicolisi può essere divisa 

in due fasi 
La demolizione del glucosio, uno zucchero a sei atomi di 
carbonio, in due molecole di piruvato (composto a tre ato- 
mi di carbonio) avviene in dieci tappe, le prime cinque del- 
le quali costituiscono la fase preparatoria (Figura 14.2a). In 
queste reazioni il glucosio viene prima fosforilato a livel- 
lo del gruppo ossidrilico sul C-6 (tappa ©). Il p-glucosio 
6-fosfato così formato viene convertito in p-fruttosio 6-fo- 
sfato (tappa @), che viene ancora fosforilato sul C-1, gene- 
rando p-fruttosio 1,6-bisfosfato (tappa ©). In entrambe 
le tappe di fosforilazione il donatore dei gruppi fosforici è 
l’ATP Come per tutti gli altri derivati degli zuccheri presen- 
ti nella via glicolitica, gli isomeri 
appartengono sempre alla serie D, 
quindi questa indicazione verrà 
d’ora in poi omessa, a meno che 
non sia necessario sottolineare in 
quel momento la stereochimica 
del composto. 

Il fruttosio 1,6-bisfosfato vie- 
ne successivamente scisso in due 
molecole a tre atomi di carbonio: 
il diidrossiacetone fosfato e la gli- 
ceraldeide 3-fosfato (tappa ©). 
Questa è la tappa “litica” da cui la 
via trae il nome. Il diidrossiaceto- 
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(a) Fase preparatoria 


Fosforilazione del glucosio 
e sua conversione in 
gliceraldeide 3-fosfato 


Glucosio 


prima reazione di innesco esochinasi 


ADP 


Glucosio 6-fosfato 


fosfoesosio H OH 
isomerasi 


Fruttosio 6-fosfato 


È 


Fruttosio 1,6-bisfosfato 


fosfofrutto- oH H 


seconda reazione di innesco 
chinasi-1 


scissione di uno zucchero 


fosforilato a sei atomi a) H a oH 
di carbonio in due zuccheri 5 
alri f ; oH H 
fosforilati a tre atomi aldolasi 
di carbonio 40 
Gliceraldeide 3-fosfato @-o0-cH, ur 
di ou H 
Diidrossiacetone fosfato [ | 
© l ©-o0—cH, CH,0H 
triosio fosfato | 
isomerasi (0) 
(b) Fase di recupero energetico ,° 
G 5 4g 
Conversione ossidativa Gliceraldeide @)@-0—cH,; gaia 


3-fosfato (2) 


della gliceraldeide 3-fosfato OH H 
in piruvato, accoppiata alla 2P 
formazione di ATP e NADPH i (6) 
2NAD* gliceraldeide 
ossidazione 3-fosfato D 
ilazi deidrogenasi 4 
e fosforilazione 2 NADH saiZHNi s @) @-0-cu.-cH-o, 
1,3- e (2) OH 0-® 
prima reazione di formazione 2ADP 
dell’ATP (fosforilazione fa VA, 
a livello del substrato) Satnesi (2) ®©-0—cH,—cH-c, 
de 
3- sein (2) OH 
(0) 
Soa) 4 
mutasi (2) rata 
2-Fosfoglicerato (2) OH È o 
0) 
2H,0 4 
jo È enolasi @) OH,=0—CC 
Fosfoenolpiruvato (2) Ò (CI 
seconda reazione di [10] ® 
formazione dell'ATP 2ADP iano 
(fosforilazionea livello nari 3 
del substrato) 2 ATP 4 
(2)-CH;—C—C 
Piruvato (2) I So 
(0) 


prodotte quattro nella fase di recupero, con una resa netta di due 
molecole di ATP per ogni molecola di glucosio convertita in piruvato. 


Figura 14.2 Le due fasi della glicolisi. Per ogni molecola di 
glucosio che percorre la fase preparatoria (a) si formano due 


molecole di gliceraldeide 3-fosfato; entrambe entrano nella fase di 
recupero energetico (b). Il piruvato è il prodotto finale della seconda 
fase della glicolisi. Per ogni molecola di glucosio vengono consumate 
due molecole di ATP nella fase preparatoria, mentre ne vengono 


La numerazione delle tappe catalizzate dagli enzimi della via 

è la stessa utilizzata nel testo. Si tenga presente che ogni gruppo 
fosforico, rappresentato nella figura con una ®, ha due cariche 
negative (-PO? ). 
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ne fosfato viene isomerizzato in una seconda mo- 
lecola di gliceraldeide 3-fosfato (tappa ©), comple- 
tando così la prima fase della glicolisi. Si noti che 
sono state utilizzate due molecole di ATP per poter 
scindere la molecola del glucosio in due frammenti 
a tre atomi di carbonio; in seguito saranno raccolti 
i frutti di questo investimento energetico. Per rias- 
sumere, nella fase preparatoria della glicolisi viene 
spesa l'energia dell’ATP per aumentare il contenu- 
to in energia libera degli intermedi della via meta- 
bolica, e le catene carboniose di tutti gli esosi meta- 
bolizzati sono convertite in un prodotto comune, la 
gliceraldeide 3-fosfato. 

Il guadagno energetico inizia nella fase di recu- 
pero energetico della glicolisi (Figura 14.2b). Ogni 
molecola di gliceraldeide 3-fosfato viene ossidata 
e fosforilata dal fosfato inorganico (non dall’ATP), 
formando 1,3-bisfosfoglicerato (tappa ©). Le- 
nergia viene rilasciata quando le due molecole di 
1,3-bisfosfoglicerato sono convertite in due mole- 
cole di piruvato (tappe da @ a ©). La maggior par- 
te di questa energia viene conservata mediante la 
fosforilazione di quattro molecole di ADP ad ATP 
La resa netta è di due molecole di ATP per moleco- 
la di glucosio entrata nella via metabolica, in quan- 
to due molecole di ATP sono state utilizzate nella 
fase preparatoria della glicolisi. energia è conser- 
vata nella fase di recupero energetico mediante la 
formazione di due molecole di NADH per mole- 
cola di glucosio. 

Nelle reazioni sequenziali della glicolisi, tre ti- 
pi di trasformazione chimica sono particolarmen- 
te importanti: (1) la degradazione dello scheletro 
carbonioso del glucosio nel composto non saccari- 
dico piruvato; (2) la fosforilazione di ADP ad ATP 
da parte di un composto ad alta energia che si for- 
ma durante la glicolisi; (3) il trasferimento di ato- 
mi di idrogeno o di elettroni al NAD*, generando 
NADH. La logica chimica complessiva della via 
metabolica è descritta nella Figura 14.3. 


Figura 14.3 La logica chimica della via glicolitica. 

In questa versione molto semplificata della via, ciascuna 
molecola è mostrata in forma lineare con gli atomi di 
carbonio e di idrogeno non rappresentati, per mettere 

in evidenza le trasformazioni chimiche che avvengono. 
Bisogna ricordare che il glucosio e il fruttosio, in soluzione, 
sono presenti per la maggior parte nella loro forma 
ciclica, ma nei siti attivi di alcuni degli enzimi di questa via 
metabolica essi sono anche transitoriamente presenti in 
forma lineare. 

La fase preparatoria, tappe da © a @, converte il glucosio, 
molecola a sei atomi di carbonio, in due unità a tre atomi 
di carbonio, ciascuna in forma fosforilata. L'ossidazione 

di queste unità a tre atomi di carbonio avviene nella fase 
di recupero energetico. Per produrre il piruvato, le tappe 
chimiche coinvolte devono susseguirsi nell'ordine mostrato 
nella figura. 
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1 2 3 4 5 6 ICON 
La fosforilazione 
O 0H OH OH OH ._ del glucosio 
I l LS Glucosio blocca gli 
intermedi della 
(1) OH via all’interno 


Poiché il carbonio C-1 è un gruppo 


ATP della cellula. 


carbonilico e non può essere 


fosforilato, la fosforilazione 


ADP 


avviene sul carbonio C-6. 


O 0H OH OH 0 —® Glucosio 

L | I Î Î dj 6-fosfato 
oH 

@ Lisomerizzazione sposta il gruppo carbonilico sul 
C-2, un prerequisito essenziale per le tappe © e O. 

HO (0) OH OH 7 —® Fruttosio 

[ | 6-fosfato 
ATP OH 


6 1C1, che ora è un gruppo ossidrilico, può essere 
fosforilato. Ciò assicura che entrambi i prodotti che 
si ottengono dalla scissione del legame C—C siano 
fosforilati e quindi interconvertibili. 


E (OMO, OH OH 0 —® Fruttosio 
L_I I | | | 1,6-bisfosfato 
| OH © Ilgruppo carbonilico al C-2 facilita 
la scissione del legame C—C nella 
Diidrossiacetone giusta posizione per formare due 
fosfato prodotti a 3 atomi di carbonio 
ciascuno, attraverso una reazione 
Pr O 0 0H inversa alla condensazione aldolica. 
AI Gliceraldeide 
(5) N 3-fosfato 
(D) 
(0) OH OP 
L’interconversione = 


dei due prodotti 


che si sono formati 


nella tappa @ 


incanala entrambi 


i prodotti in una 
singola via. 


@-o 


ADP 
ATP 


(6) La fosforilazione ossidativa della 
gliceraldeide 3-fosfato, con 


NAD*. p. produzione di un NADH, è 
' ® necessaria per generare ATP nella 
NADH tappa @ 


OH 0—-®) 


1,3-Bisfosfoglicerato 
@ Produzione di ATP 


A ia pra ® 3-Fosfoglicerato 


SE Il gruppo fosforico rimanente 


si sposta dal C-3 al C-2, 
preparando le tappe finali 
ni OH 
Fosfoenolpiruvato 
ADP 


della via. 
(Produzione di ATP 
ATP 


2-Fosfoglicerato 


(9) La deidratazione attiva il 
gruppo fosforico preparandolo 
al suo trasferimento all’ADP 
nella tappa ©. 


Piruvato 
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Destino del piruvato A parte alcune interessanti varia- 
zioni che si riscontrano nei batteri, il piruvato che si forma 
dalla glicolisi viene metabolizzato ulteriormente attraverso 
una di tre vie cataboliche. Nei tessuti e organismi aerobici, 
la glicolisi è soltanto la prima fase della completa degrada- 
zione del glucosio (Figura 14.4). Il piruvato viene ossidato, 
con perdita del suo gruppo carbossilico sotto forma di CO; 
e con formazione del gruppo acetilico dell’acetil-coenzima 
A. Il gruppo acetilico viene quindi completamente ossida- 
to a CO; nel ciclo dell’acido citrico (Capitolo 16). Gli elet- 
troni sottratti in queste reazioni di ossidazione vengono 
trasferiti all’ossigeno attraverso una catena di trasportatori 
mitocondriali, formando alla fine H;0. L'energia delle rea- 
zioni di trasferimento degli elettroni permette la sintesi di 
ATP nel mitocondrio (Capitolo 19). 

La seconda via del metabolismo del piruvato è la sua 
riduzione a lattato attraverso la fermentazione lattica. 
Quando il muscolo scheletrico si contrae vigorosamente in 
condizioni di insufficiente apporto di ossigeno (ipossia), 
il NADH non può essere riossidato a NAD*, ma quest’ulti- 
mo è necessario come accettore di elettroni per l’ulteriore 
ossidazione del piruvato. In queste condizioni il piruvato 
viene ridotto a lattato, accettando gli elettroni dal NADH, 
con contemporanea rigenerazione del NAD*, perché la gli- 
colisi possa continuare. Alcuni tessuti e certi tipi cellulari 
(per esempio la retina e gli eritrociti) convertono il gluco- 
sio in lattato anche in condizioni aerobiche. Il lattato è il 
prodotto ultimo della glicolisi in condizioni aerobiche an- 
che in alcuni microrganismi (Figura 14.4). 

La terza via del catabolismo del piruvato conduce alla 
formazione di etanolo. In alcuni tessuti vegetali e in certi 
invertebrati, nei protisti e in alcuni microrganismi come 
il lievito da panificazione e il lievito di birra, il piruvato è 
convertito in condizioni ipossiche anaerobiche in etano- 
lo e CO;, attraverso un processo chiamato fermentazione 
alcolica (etanolica) (Figura 14.4). 

L’ossidazione del piruvato è un importante processo ca- 
tabolico, ma il piruvato può anche seguire una via anaboli- 
ca. Per esempio, può fornire lo scheletro carbonioso per la 
sintesi dell'’amminoacido alanina e per la sintesi degli acidi 
grassi. Tratteremo questi argomenti nei capitoli successivi. 


Formazione di ATP e NADH accoppiata alla glicolisi 
Durante la glicolisi parte dell'energia della molecola del 
glucosio viene conservata sotto forma di ATP, ma la mag- 
gior parte rimane nel prodotto finale, il piruvato. Lequa- 
zione globale della glicolisi è la seguente: 


Glucosio + 2 NAD* + 2 ADP +2P, > 
2 piruvato + 2 NADH + 2H* +2 ATP+2H,0 (14.1) 


Per ogni molecola di glucosio che viene degradata a piru- 
vato si generano due molecole di ATP da ADP e P,, e due 
molecole di NADH per riduzione del NAD*. P’accettore 
di idrogeno in questa reazione è il NAD* (vedi la Figura 
13.24), legato a un ripiegamento di Rossmann, come mo- 
strato nella Figura 13.25. La riduzione del NAD* procede 
attraverso il trasferimento enzimatico di uno ione idru- 
ro (:H) dal gruppo aldeidico della gliceraldeide 3-fosfa- 
to all’anello nicotinammidico del NAD*, con formazio- 
ne del coenzima ridotto NADH. L'altro atomo di idrogeno 
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in condizioni 
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Figura 14.4 Itre possibili destini catabolici del piruvato 
formato nella glicolisi. Il piruvato serve anche come precursore in 
molte reazioni anaboliche, non riportate nella figura. 


della molecola del substrato viene rilasciato nella soluzio- 
ne come H°.. 

Possiamo ora dividere l'equazione della glicolisi in due 
fasi; la conversione esoergonica del glucosio in piruvato: 


Glucosio +2 NAD* — 2 piruvato + 2 NADH + 2 H* (14.2) 
AG{° = — 146 kJ/mole 


e la formazione endoergonica dell’ATP da ADP e P;: 


2 ADP +2P;—— 2 ATP + 2H,0 (14.3) 
AG5° = 2(30,5 kJ/mole) = 61 kJ/mole 


La somma delle Equazioni 14.2 e 14.3 fornisce la variazio- 
ne di energia libera standard della glicolisi, AG{°: 


AG: = AGI° + AG:° = —146 kJ/mole + 61 kJ/mole 
= —85 kJ/mole 


In condizioni standard, ma anche nelle condizioni non 
standard che prevalgono nella cellula, la glicolisi è un pro- 
cesso essenzialmente irreversibile, spinto da una netta di- 
minuzione dell’energia libera. 


L’energia rimasta nel piruvato La glicolisi rilascia sol- 
tanto una piccola parte dell'energia totale disponibile nella 
molecola di glucosio; le due molecole di piruvato formate 
dalla glicolisi contengono ancora la maggior parte dell’e- 
nergia utilizzabile, presente originariamente nella mole- 
cola del glucosio, energia che si otterrà dalle reazioni di 
ossidazione del ciclo dell’acido citrico (Capitolo 16) e dal- 
la fosforilazione ossidativa (Capitolo 19). 


Importanza degli intermedi fosforilati Tutti i nove in- 
termedi glicolitici tra il glucosio e il piruvato sono fosfo- 
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rilati (Figura 14.2). I gruppi fosforici sembrano avere tre 
funzioni. 


1. Poiché la membrana plasmatica generalmente non 
presenta trasportatori per gli zuccheri fosforilati, gli 
intermedi glicolitici fosforilati non possono uscire dal- 
la cellula. Dopo la fosforilazione iniziale, non è neces- 
saria altra energia per tenere all’interno delle cellule 
i composti fosforilati, anche se esiste una forte diffe- 
renza di concentrazione di questi composti tra l’inter- 
no e l'esterno della cellula. 

2. I gruppi fosforici sono componenti essenziali nei pro- 
cessi enzimatici di conservazione dell’energia metabo- 
lica. energia rilasciata dalla rottura dei legami fosfo- 
anidridici (come quelli dell'ATP) viene parzialmente 
conservata nella formazione degli esteri fosforici, co- 
me il glucosio 6-fosfato. I composti fosforilati ad alta 
energia che si formano nella glicolisi (1,3-bisfosfogli- 
cerato e fosfoenolpiruvato) donano i loro gruppi fo- 
sforici all’ADP e formano ATP. 

3. Il legame del gruppo fosforico al sito attivo di un enzi- 
ma produce un’energia di legame che contribuisce ad 
abbassare l’energia di attivazione e aumenta la specifi- 
cità della reazione catalizzata dall’enzima (Capitolo 6). 
I gruppi fosforici di ADP, ATP e gli intermedi glicoliti- 
ci formano complessi con )Mg?* e i siti di legame per 
i substrati di molti enzimi glicolitici sono specifici per 
questi complessi con l’Mg?*. Tutti gli enzimi glicolitici 
richiedono ioni Mg°* per portare avanti la loro attività 
catalitica. 


e La fase preparatoria della glicolisi richiede ATP 

La fase preparatoria della glicolisi richiede l’investimen- 
to di due molecole di ATP e porta alla rottura dell’esosio 
in due molecole di triosio fosfato. L’identificazione degli 
esosi fosforilati quali intermedi della glicolisi fu una ricer- 
ca lenta e difficoltosa. Nel 1906 Arthur Harden e William 
Young cercarono di verificare la loro ipotesi che gli ini- 
bitori degli enzimi proteolitici fossero in grado di stabi- 
lizzare gli enzimi che fermentano il glucosio degli estrat- 
ti di lievito. Essi aggiunsero del siero ematico (noto per 
contenere inibitori di enzimi proteolitici) agli estratti di 
lievito e osservarono che, come avevano ipotizzato, il me- 
tabolismo del glucosio veniva stimolato. Al contrario, in 
esperimenti di controllo con cui si intendeva verificare 
che bollendo il siero si distruggeva l’attività di stimolazio- 


n° Îa 
William Young, 
1878-1942 


Arthur Harden, 
1865-1940 
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ne, essi scoprirono che il siero bollito stimolava la glicolisi 
come quello non bollito. Un esame attento del contenu- 
to del siero bollito rivelò che il responsabile della stimo- 
lazione era il fosfato inorganico. Harden e Young scopri- 
rono subito dopo che il glucosio aggiunto ai loro estratti 
era convertito in un esosio bisfosfato (l’“estere di Harden- 
Young”, alla fine identificato come fruttosio 1,6-bisfosfa- 
to). Questo fu l’inizio di una lunga serie di ricerche sulla 
funzione degli esteri e delle anidridi fosforiche di com- 
posti organici in biochimica, ricerche che hanno portato 
alle nostre conoscenze attuali sul ruolo fondamentale del 
trasferimento del gruppo fosforico in biologia. 


© Fosforilazione del glucosio Nella prima tappa del- 
la glicolisi, il glucosio viene attivato per le successive rea- 
zioni mediante fosforilazione a livello del suo atomo C-6 
per formare il glucosio 6-fosfato; l’ATP è il donatore del 
gruppo fosforico: 


6 
CH» — OPO3” 
CH, —0H 
0, ATP ADP 
H H H M 2+ 
oH H esochinasi 
HO OH 
H OH H OH 
Glucosio Glucosio 6-fosfato 


AG'° = —16,7 kJ/mole 


Questa reazione è irreversibile nelle condizioni intracellu- 
lari ed è catalizzata dall’esochinasi. Si ricordi che le chinasi 
sono enzimi che catalizzano il trasferimento del gruppo fo- 
sforico terminale dall’ATP a un accettore nucleofilico (vedi 
la Figura 13.20). Le chinasi sono una sottoclasse delle trasfe- 
rasi (vedi la Tabella 6.3). L’accettore nel caso dell’esochinasi 
è un esosio, normalmente il p-glucosio, ma in alcuni tessu- 
ti l’esochinasi catalizza anche la fosforilazione di altri esosi 
comuni, come il p-fruttosio e il p-mannosio. 

Lesochinasi, come molte altre chinasi, ha bisogno di io- 
ni Mg°* per la sua attività catalitica, dato che il vero sub- 
strato non è ’ATP*”, ma il complesso MgATP?” (vedi la Fi- 
gura 13.12). Gli ioni Mg°* proteggono le cariche negative 
dei gruppi fosforici dell'ATP, rendendo l’atomo di fosforo 
terminale un bersaglio più accessibile all’attacco nucleo- 
filico da parte di un gruppo —OH del glucosio. Lesochi- 
nasi va incontro a una profonda modificazione conforma- 
zionale, un adattamento indotto, quando lega il glucosio; 
quando si lega l’ATP due domini della proteina si spostano 
l’uno verso l’altro di circa 8 À (vedi la Figura 6.25). Questo 
movimento avvicina l’ATP alla molecola di glucosio legata 
all’enzima e non consente l’ingresso dell’acqua (il solven- 
te), che altrimenti entrerebbe nel sito attivo e attacchereb- 
be (idrolizzerebbe) i legami fosfoanidridici dell'ATP. Come 
gli altri nove enzimi della glicolisi, l’esochinasi è una pro- 
teina citosolica solubile. 

Lesochinasi è presente in quasi tutti gli organismi. 
Il genoma umano codifica quattro differenti esochinasi 
(da I a IV), che catalizzano la stessa reazione. Due o più 
enzimi che catalizzano la stessa reazione ma che sono 
codificati da geni diversi sono detti isozimi (vedi il Box 
15.2). Uno degli isozimi presenti negli epatociti, l’esochi- 
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| !CH,0H 
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H HO 
HO OH H OH 
4 3 
H OH oH H 
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H 
H, ,0 OH 
x 5 VA Cora 
Bi) if BR “ B: i-c—oH 
H-?C—0H ne c°otH H* c=0 
ia _——;;,r 
HO*CH zi HOCH HOCH 
Fosfoesosio (2) | (3) 
isomerasi H'‘COH HCOH HCOH 
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H°COH protone da parte ASSE generale da parte 
©CH,OPO? del Glu (B*) del CHy0PO? dello stesso Glu CH,0PO?- 
sito attivo porta facilita la 
alla formazione intermedio formazione del 


del cis-enediolo 


Figura 14.5 X} MECCANISMO D'AZIONE La reazione 
catalizzata dalla fosfoesosio isomerasi. Le reazioni di apertura 

e chiusura dell'anello (passaggi da © a ©) sono catalizzate da un 
residuo di His posto sul sito attivo, tramite meccanismi che sono stati 
omessi per semplicità. Il protone (in rosa) inizialmente in C-2 è reso 
più facilmente estraibile da parte del gruppo carbonilico adiacente 


nasi IV (o glucochinasi), differisce dalle altre forme di 
esochinasi per le proprietà cinetiche e per regolazione, 
con importanti conseguenze fisiologiche (descritte nel- 
la Sezione 15.3). 


@ Conversione del glucosio 6-fosfato a fruttosio 6-fo- 
sfato Lenzima fosfoesosio isomerasi (fosfoglucosio 
isomerasi) catalizza l’isomerizzazione reversibile del glu- 
cosio 6-fosfato, un aldosio, in fruttosio 6-fosfato, un che- 
tosio: 


6 
CH,OPO?" i 
CH,0PO37 
o) pi 
Mg? * CH,0H 
-— NH HO /° 
fosfoesosio 
isomerasi OH 
4 3 
oH H 


Fruttosio 6-fosfato 


AG'° = 1,7 kJ/mole 


Glucosio 6-fosfato 


Il meccanismo della reazione comporta la formazione di 
un enediolo intermedio (Figura 14.5). La reazione proce- 
de in entrambe le direzioni, come è suggerito dalla varia- 
zione relativamente piccola dell'energia libera standard. 


@ Fosforilazione del fruttosio 6-fosfato a fruttosio 
1,6-bisfosfato Nella seconda delle due reazioni di inne- 
sco della glicolisi, la fosfofruttochinasi-1 (PFK-1) ca- 
talizza il trasferimento di un gruppo fosforico dall’ATP 


cissenediolo fruttosio 6-fosfato 


e del gruppo ossidrilico vicino. Dopo essere stato trasferito dal C-2 al 
Glu del sito attivo (un acido debole), il protone si scambia liberamente 
con la soluzione circostante; pertanto, il protone estratto dal C-2 nella 
tappa @ non è necessariamente lo stesso che viene aggiunto in C-1 
nella tappa ©. 

& Phosphohexose Isomerase Mechanism 


al fruttosio 6-fosfato per formare il fruttosio 1,6-bisfo- 
sfato: 


6 
CH,0P037 
L 
CH IPO ADE 
5 2 \ Mg? t/ 
H OH fosfofruttochinasi-1 
(PFK-1) 


4 3 
oH H 
Fruttosio 6-fosfato A 

CHs0OPO37 1 x 


4 3 
oH H 


Fruttosio1,6-bisfosfato 


AG'° = —14,2 kJ/mole 


I composti che contengono due gruppi fosforici legati 
in posizioni diverse nella molecola sono chiamati bisfosfato 
(per esempio, il fruttosio 1,6-bisfosfato e 1°1,3-bisfosfoglice- 
rato). I composti con due gruppi fosforici uniti l’uno all’al- 
tro in un gruppo pirofosforico sono chiamati difosfato (per 
esempio l’ADP). Regole simili si applicano alla denomina- 
zione dei gruppi trisfosforici (come l’inositolo 1,4,5-trisfo- 
sfato; vedi pagina 463) e trifosforici (come nell’adenosina 
trifosfato, ATP). 
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L’enzima che forma il fruttosio 1,6-bisfosfato è chiamato 
PFK-1, per distinguerlo da un secondo enzima (PFK-2) che 
catalizza la formazione del fruttosio 2,6-bisfosfato a partire 
dal fruttosio 6-fosfato, ma in una reazione diversa (i ruoli 
della PFK-2 e del fruttosio 2,6-bisfosfato saranno analiz- 
zati nel Capitolo 15). La reazione catalizzata dalla PFK-1 
è essenzialmente irreversibile nelle condizioni cellulari 
e può essere considerata la prima reazione “di comando” 
della via glicolitica; il glucosio 6-fosfato e il fruttosio 6-fo- 
sfato hanno altri possibili destini metabolici, ma il frutto- 
sio 1,6-bisfosfato è un intermedio esclusivo della glicolisi. 
Alcuni batteri e protisti, e forse tutte le piante, pos- 
siedono una fosfofruttochinasi che utilizza il pirofosfato 
(PP;), e non PATP, come donatore del gruppo fosforico nel- 
la sintesi del fruttosio 1,6-bisfosfato: 
Meg?* 
Fruttosio 6-fosfato + PP; —— fruttosio 1,6-bisfosfato + P; 
AG'° = -2,9 kJ/mole 


La fosfofruttochinasi 1 è soggetta a una complessa regola- 
zione allosterica. La sua attività aumenta quando la quan- 
tità di ATP cellulare diminuisce o quando i prodotti della 
demolizione dell'ATP, ’ADP e ’AMP (soprattutto quest’ul- 
timo) si accumulano. L'enzima viene inibito quando i livel- 
li di ATP sono elevati, in quanto quest’ultimo viene gene- 
rato anche dal metabolismo di altri combustibili, come gli 
acidi grassi. In alcuni organismi il fruttosio 2,6-bisfosfato 
(da non confondere con il prodotto della reazione cata- 
lizzata dalla PFK-1, il fruttosio 1,6-bisfosfato) è un poten- 
te attivatore allosterico della PFK-1. Il ribulosio 5-fosfato, 
un intermedio della via del pentosio fosfato, che sarà di- 
scussa più avanti in questo stesso capitolo, attiva indiret- 
tamente la fosfofruttochinasi. I diversi livelli di regolazio- 
ne di questa tappa della glicolisi saranno trattati più det- 
tagliatamente nel Capitolo 15. 


© Scissione del fruttosio 1,6-bisfosfato L'enzima frut- 
tosio 1,6-bisfosfato aldolasi, spesso chiamato sempli- 
cemente aldolasi, catalizza una condensazione aldolica 
reversibile (vedi la Figura 13.4). Il fruttosio 1,6-bisfosfa- 
to viene scisso in due diversi triosi fosforilati, la gliceral- 
deide 3-fosfato, un aldosio, e il diidrossiacetone fosfa- 
to, un chetosio: 


6 I 
CH,0OPO? CH,OPO? 


(0) 
5| 2 - 
H H HO OH aldolasi 
4l 3 
OH H 
Fruttosio 1,6-bisfosfato 
O H 
N_/ 
RIMRLORO: QU 
aC=0 + RIHOE 
ay) CH, 0H (6) CH30P03" 
Diidrossiacetone Gliceraldeide 
fosfato 3-fosfato 


AG'° = 23,8 kJ/mole 


Vi sono due classi di aldolasi. Le aldolasi della classe I, pre- 
senti negli animali e nelle piante, usano il meccanismo ca- 
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talitico mostrato nella Figura 14.6. Le aldolasi della classe 
II, presenti nei funghi e nei batteri, non formano basi di 
Schiff come intermedi. Nel loro sito attivo uno ione zinco 
si coordina con l’ossigeno carbonilico in C-2; lo Zn°* po- 
larizza il gruppo carbonilico e stabilizza l’intermedio eno- 
lato che si forma nella tappa di scissione del legame C—C 
(vedi la Figura 6.17). 

Anche se la reazione aldolasica ha una variazione di 
energia libera standard positiva nella direzione della scis- 
sione del fruttosio 1,6-bisfosfato, alle basse concentrazioni 
dei reagenti presenti nella cellula la variazione di energia 
libera è modesta, perciò la reazione aldolasica è facilmente 
reversibile. Vedremo in seguito che la reazione aldolasica 
procede nella direzione inversa durante il processo della 
gluconeogenesi (vedi la Figura 14.17). 


6 Interconversione dei triosi fosfato Solo uno dei due 
triosi fosfato formati dall’aldolasi, la gliceraldeide 3-fosfa- 
to, può essere degradato direttamente nelle tappe succes- 
sive della glicolisi. l’altro prodotto, il diidrossiacetone fo- 
sfato, viene rapidamente e reversibilmente convertito in 
gliceraldeide 3-fosfato dal quinto enzima della via glicoli- 
tica, la triosio fosfato isomerasi: 


H 
LE 
fe ,0H 7 
C=0 triosio fosfato HCOH 
| isomerasi | 
CH30P087 CH30P087 
Diidrossiacetone Gliceraldeide 
fosfato 3-fosfato 


AG'° = 7,5 kJ/mole 


Il meccanismo della reazione è simile a quello della fosfo- 
esosio isomerasi della tappa @ della glicolisi (Figura 14.5). 
Dopo la reazione triosio fosfato isomerasica, gli atomi di 
carbonio derivati dai segmenti C-1-C-3 del glucosio di par- 
tenza sono chimicamente indistinguibili da quelli deriva- 
ti dal segmento C-4-C-6 (Figura 14.7). Le due “metà” del 
glucosio hanno entrambe generato una molecola di glice- 
raldeide 3-fosfato. 

Questa reazione completa la fase preparatoria della gli- 
colisi. Lesosio è stato fosforilato in C-1 e in C-6 e quindi in 
due molecole di gliceraldeide 3-fosfato. 


e La fase di recupero energetico della glicolisi genera ATP 
e NADH 

La fase di recupero energetico della glicolisi (Figura 14.2b) 
comprende le tappe di fosforilazione che conservano par- 
te dell'energia della molecola del glucosio sotto forma di 
ATP e NADH. Si ricordi che una molecola di glucosio ge- 
nera due molecole di gliceraldeide 3-fosfato, e che le due 
metà della molecola di glucosio vengono metabolizzate 
allo stesso modo nella seconda fase della glicolisi. La con- 
versione di due molecole di gliceraldeide 3-fosfato in due 
molecole di piruvato è accompagnata dalla formazione di 
quattro molecole di ATP dall’ADP La resa netta in ATP 
per molecola di glucosio è quindi di due molecole di ATP, 
perché due molecole di nucleotide sono state consumate 
nella fase preparatoria della glicolisi per fosforilare la mo- 
lecola di esosio in posizione 1 e 6. 
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Figura 14.6 Lt MECCANISMO D'AZIONE Reazione dell’aldolasi di classe |. 

La reazione qui mostrata è l'inverso di una condensazione aldolica. Si noti che la scissione 

tra il carbonio C-3 e il carbonio C-4 dipende dalla presenza del gruppo carbonilico in C-2. 

Le lettere A e B rappresentano i residui amminoacidici che fungono da acido (A) o da base (B). 


HO H 
Legame ed apertura Base di Schiff 
dell’anello. 
protonata 
CHy0PO? = 
H !CH,0PO? si n | Pani H,0 n SH30P05 
le iresdo ia ——= |pifgfioia| —— A 7a 
HO3CH A (1) H HOCH %- (2) HOCH) 2 
sita 0—H Una lisina del sito È HC-0—H Un riarrangiamento HC OH 
== Ì attivo attacca il —Bî | porta alla formazione _ [ 
H?COH carbonile del HCOH di una base di Schiff tà a 
f . Siberzio | > protonata sull’enzima; CH 0PO 
°CH30P03" formando un CH30PO 3 la delocalizzazione i 3 
intermedio elettronica facilita i 
Aldolasi tetraedrico. passaggi successivi. 
Gliceraldeide } 
Diidrossiacetone 3-fosfato . La scissione del 
fosfato H e legame C—C 
[ rodotto o 
CH;0PO 7 N A Lilaeciato Gosnoo tale 
2 2 condensazione 
= ldoli t 
soscanio [BI icon i 
LOCO CH »0H CH y0PO 3 primo prodotto. 
soluzione secondo 
ripristina prodotto 93 9 
H l'enzima. rilasciato H CH30PO3 Da 20PO3 
Lys N? | H,0 Lys —N*= 3A Lys —N7 3A 
hi HTAT . _ f 09) Î 
HO-C-H 
:B_ © i 3° © o a HB 
— Pps La base di Schiff 5 Isomerizzazione H 
Bî FARSI , —B: B_H 
viene idrolizzata in 
una reazione che è 
l'inverso della sua 
formazione. 
Base di Schiff Intermedio covalente 
protonata enzima-enamina 
Figura 14.7 Destino degli atomi di carbonio del glucosio nella formazione della 
(a) Fruttosio 1,6-bisfosfato gliceraldeide 3-fosfato. (a) Origine degli atomi di carbonio dei due prodotti a tre atomi di 
Ioni o—®) carbonio delle reazioni catalizzate dall'aldolasi e dalla triosio fosfato isomerasi. Il prodotto 
3 | a terminale delle due reazioni è la gliceraldeide 3-fosfato (due molecole). (b) Ciascun atomo 
C0 di carbonio della gliceraldeide 3-fosfato deriva da uno o dall'altro di due atomi specifici del 
HO Ele glucosio. Si noti che la numerazione degli atomi di carbonio della gliceraldeide 3-fosfato 
| differisce da quella della molecola di glucosio da cui la gliceraldeide 3-fosfato deriva. Nella 
H-#C— 0H gliceraldeide 3-fosfato, il gruppo funzionale più complesso (il carbonile) è specificato come 
sele OH C-1. Questa variazione nella numerazione degli atomi di carbonio 
Deri | Deri è importante per interpretare gli esperimenti nei quali viene usato 
dagli atomi ScHo =D 0) dolci glucosio in cui un singolo atomo di carbonio è marcato con un 
di carbonio 1) di. carbonio radioisotopo. (Vedi i Problemi 6 e 9 alla fine del capitolo.) 
del glucosio ii | del glucosio . . . 
TAN (b) Derivato dagli atomi 
1 Tee = 0) H_ vas (0) 4 di carbonio del glucosio 7 
2 = lo) H—- CT 0H 5 +93 HF î =0 e 
2 -fosfato 
5 02 H-C-0H 
3 CH 0H CH, 0-(®) 6 
3 
6 01 CH, -0-{ P ) 
Diidrossiacetone Gliceraldeide sf 
fosfato 3-fosfato 
e era v 


triosio fosfato isomerasi 


Reazioni successive 
della glicolisi 
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@ Ossidazione della gliceraldeide 3-fosfato a 1,3- 
bisfosfoglicerato La prima tappa della fase di recupe- 
ro energetico è l'ossidazione della gliceraldeide 3-fosfato 
a 1,3-bisfosfoglicerato, catalizzata dalla gliceraldeide 
3-fosfato deidrogenasi: 


(0) H 
Sg NAD* NADH +H* 
| ii n Me. : 
HCOH + HOTP_—0. < _ 
| | gliceraldeide 
CH,0P037 OT 3-fosfato 
° deidrogenasi 
Gliceraldeide Fosfato 
3-fosfato inorganico 


CH,0P03” 
1,3-Bisfosfoglicerato 


AG'° = 6,3 kJ/mole 


Questa è la prima delle due reazioni della glicolisi, in cui vie- 
ne recuperata l'energia necessaria alla formazione di ATP Il 
gruppo aldeidico della gliceraldeide 3-fosfato viene ossida- 
to, ma non per dare un gruppo carbossilico libero, ma un’a- 
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nidride tra un gruppo carbossilico e l'acido fosforico. Questo 
tipo di anidride, chiamato acil fosfato, ha un'elevata ener- 
gia libera standard di idrolisi (AG'° = —49,3 kJ/mole; vedi 
la Figura 13.14 e la Tabella 13.6). Gran parte dell’energia li- 
bera dell’ossidazione del gruppo aldeidico della gliceraldei- 
de 3-fosfato viene conservata con la formazione dell’acil fo- 
sfato nella posizione C-1 dell’1,3-bisfosfoglicerato. 

La gliceraldeide 3-fosfato si lega covalentemente alla 
deidrogenasi durante la reazione (Figura 14.8). Il gruppo 
aldeidico della gliceraldeide 3-fosfato reagisce con il grup- 
po —SH di un residuo di cisteina del sito attivo, in una 
reazione analoga alla formazione di un emiacetale (vedi 
la Figura 75), che però in questo caso produce un tioemia- 
cetale. La reazione del residuo di cisteina essenziale con 
un metallo pesante come l’Hg?* blocca irreversibilmen- 
te l'enzima. 

La quantità di NAD* di una cellula (<10° m) è di gran 
lunga inferiore a quella del glucosio metabolizzato in pochi 
minuti. La glicolisi si arresterebbe subito se il NADH che si 
è formato in questa tappa deidrogenasica non venisse con- 
tinuamente riossidato e quindi riciclato. Ritorneremo su 
questo argomento più avanti in questo capitolo. 


@ Trasferimento del gruppo fosforico dall’1,3-bisfo- 
sfoglicerato all’ADP Lenzima fosfoglicerato chinasi 
trasferisce all’ADP il gruppo fosforico ad alta energia del 


CHLOPO;" 
NADA Gliceraldeide a sa 
3-fosfato a 
© H n 
Gliceraldeide s- s- 
Li. È | Formazione del complesso | 
eidrogenasi Cys enzima-substrato. Quando Cys 
il NAD' si lega all’enzima la 
Cys del sito ha un valore pK, Si forma un legame 
inferiore alla norma a tioemiacetalico covalente tra 
(5,5 invece di 8) e si trova il substrato e il gruppo —S" 
nella sua forma più reattiva, del residuo di Cys. 
quella tiolata. 
NAD* CH3OPO;" 
CHyOPO:- pos 
Il legame covalente tioestere Hu c£0* 
HCOH 5 “bg 
| tra il substrato e l'enzima 
c=0 va incontro a fosforolisi i 
la (attacco da parte del P;), È 
OPO3 rilasciando il secondo Li 
1,3-Bisfosfoglicerato prodotto, l'acido e 
1,3-bisfosfoglicerico. Il substrato legato all enzima 
© viene ossidato dal NAD', 
anch'esso presente nel sito 
CHOPO 5 0 attivo. 
I 
NAD+ HCOH/ “o- PoRh NADH CHOPO5 i 
+ 
o” o I” HCOH 
c=0 | 
) po 
S NADH S 
| Il NADH prodotto lascia il sito | 
Cys attivo e viene sostituito da un’altra Cys 


molecola di NAD*. 


Figura 14.8 X} MECCANISMO D'AZIONE La reazione catalizzata dalla gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi. 
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gruppo carbossilico dell’1,3-bisfosfoglicerato per formare 
ATP e 3-fosfoglicerato: 


C e + 
— O 
HCOH ali . 
gl Rib 7 Adenina 
CH 5 0PO3 
1,3-Bisfosfoglicerato ADP 
1 
fosfoglicerato 
Me?* chinasi 
O0-P=0 
(O) (0 
NIVA 
N c (P) 
| + 
HCOH (P) 
CH,0P03 O 


dali ERE . 
Rib 7 Adenina 


3-Fosfoglicerato ATP 


AG'° = —18,5 kJ/mole 


Si noti che la fosfoglicerato chinasi prende il nome dalla 
reazione che procede nella direzione opposta, in cui il tra- 
sferimento del gruppo fosforico avviene dall’ ATP al 3-fo- 
sfoglicerato, in quanto come tutti gli enzimi, essa catalizza 
la reazione in entrambe le direzioni. enzima agisce nel- 
la direzione indicata dal nome durante la gluconeogene- 
si (vedi la Figura 14.17) e durante la fissazione fotosinteti- 
ca della CO; (vedi la Figura 20.4). Nella glicolisi la reazio- 
ne catalizzata procede nella direzione di sintesi dell'ATP. 
Le tappe © e @ della glicolisi nel loro insieme costi- 
tuiscono un processo di accoppiamento energetico in cui 
1°1,3-bisfosfoglicerato è l’intermedio comune. L1,3-bisfo- 
glicerato si forma nella prima reazione (che di per sé è en- 
doergonica), mentre nella seconda reazione (che invece è 
fortemente esoergonica) il gruppo fosforico dell’acil fosfa- 
to viene trasferito al’ADP La somma delle due reazioni è 


Gliceraldeide 3-fosfato + ADP + P; + NAD' —> 
3-fosfoglicerato + ATP + NADH + H* 
AG'° = —12,2 kJ/mole 


Quindi la reazione complessiva è esoergonica. 

Si ricordi che, come è stato visto nel Capitolo 13, l’e- 
nergia libera della reazione, AG, dipende dalla variazione 
di energia libera standard, AG'°, e dal rapporto dell’azione 
di massa, Q, che equivale al rapporto [prodotti]/[reagenti] 
(vedi l’Equazione 13.4). Per la tappa @ 


AG= AG'° + RTInQ 


[1,3-bisfosfoglicerato][NADH] 
[gliceraldeide 3-fosfato][P;][NAD*] 


= AG'° + RTIn 
Si noti che [H'] non è inclusa in Q. Nei calcoli biochimici 
si suppone che [H*] sia costante (107 m) e questo valore è 
compreso nella definizione di AG”° (pagina 523). 
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Quando il rapporto di azione di massa è inferiore 
a 1,0, il suo logaritmo naturale ha segno negativo. Nel 
citosol, dove avvengono queste reazioni, il rapporto 
[NADH]/[NAD'] è molto piccolo, contribuendo quindi 
a determinare un basso valore di Q. La tappa @, consu- 
mando il prodotto della tappa @ (1’1,3-bisfosfoglicerato), 
mantiene la [1,3-bisfosfoglicerato] relativamente bassa 
in condizione di stato stazionario e quindi mantiene bas- 
so il valore di Q durante l’intero processo costituito dalle 
due reazioni accoppiate. Quando il valore di Q è basso, 
il contributo di In Q può rendere AG fortemente negati- 
vo. Questo è un altro modo per stabilire che le due rea- 
zioni delle tappe © e @ sono accoppiate attraverso un 
intermedio comune. 

Come risultato dell’accoppiamento di queste due rea- 
zioni, entrambe reversibili nelle condizioni fisiologiche cel- 
lulari, l'energia rilasciata durante l'ossidazione di un grup- 
po aldeidico a gruppo carbossilico viene conservata attra- 
verso la formazione accoppiata di ATP da ADP e P;. La for- 
mazione di ATP per trasferimento di un gruppo fosforico 
da un substrato come l’1,3-bisfosfoglicerato è detta fosfo- 
rilazione a livello del substrato, per distinguerla dalla 
fosforilazione accoppiata alla catena respiratoria. La 
fosforilazione a livello del substrato coinvolge enzimi so- 
lubili e intermedi chimici (in questo caso 1’1,3-bisfosfogli- 
cerato). La fosforilazione dipendente dalla catena respira- 
toria, invece, coinvolge enzimi legati alla membrana e gra- 
dienti protonici transmembrana (Capitolo 19). 


© Conversione del 3-fosfoglicerato in 2-fosfoglicerato 
L’enzima fosfoglicerato mutasi catalizza lo scambio re- 
versibile del gruppo fosforilico tra il C-2 e il C-3 del glice- 
rato; la reazione richiede Mg**: 


O, vel Q pe 
end 
HCT-0H fosfoglicerato HC-0 — P037” 
| mutasi | 
CH,—0—P0?" CH,—0H 


2-Fosfoglicerato 


AG'° = 44 kJ/mole 


3-Fosfoglicerato 


La reazione avviene in due tappe (Figura 14.9). Un gruppo 
fosforico inizialmente legato a un residuo di istidina della 
mutasi viene trasferito all’ossidrile in C-2 del 3-fosfoglice- 
rato, formando il 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG). Il grup- 
po fosforico in C-3 del 2,3-BPG viene quindi trasferito al- 
lo stesso residuo di His. Si forma così il 2-fosfoglicerato e 
l'enzima fosforilato viene rigenerato. 

La fosfoglicerato mutasi viene inizialmente fosforila- 
ta per trasferimento di un gruppo fosforilico dal 2,3-BPG, 
che è necessario in piccole quantità per dare inizio al ci- 
clo catalitico e viene continuamente rigenerato da quel 
ciclo. 


© Deidratazione del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpi- 
ruvato Nella seconda reazione della glicolisi, che gene- 
ra un composto con un elevato potenziale di trasferimen- 
to del gruppo fosforico (la prima è la tappa ©), l’enola- 
si promuove la rimozione reversibile di una molecola di 
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Fosfoglicerato mutasi 


3-Fosfoglicerato His 


Il gruppo fosforico è trasferito da 
un residuo di His del sito attivo al 
la) C-2 (OH) del substrato. Un 
secondo residuo di His del sito 
attivo si comporta come un 
catalizzatore base-generale. 


-00C His 
| "= 


io (Vin (jp) sasî N 

H ? O-PO$7 \eN 
HoC —- OT PO3" H H 
: Srna NY 


ss 
2,3-Bisfosfoglicerato J 


(2,3-BPG) HN I 
His 


Il gruppo fosforico è trasferito dal 
C-3 del substrato al primo residuo 

© di His del sito attivo. Il secondo 
residuo di His del sito attivo si 
comporta come un catalizzatore 
acido generale. 


x 
=> 
OP Nt 


9 Cuy 
H-CT—0T—P0} 
N 
H,C-0-H e Ì 


2-Fosfoglicerato HN 
His 


Figura 14.9 X} MECCANISMO D'AZIONE La reazione della 
fosfoglicerato mutasi. 


acqua dal 2-fosfoglicerato, per generare il fosfoenolpiru- 
vato (PEP): 


O, pe O, pe 
le LO le 
| | 
H—C— OPO3- se C—OPO3- 
| enolasi Il 
HO—CH, CH, 


2-Fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato 


AG'° = 7,5 kJ/mole 


Il meccanismo della reazione enolasica coinvolge un inter- 
medio enolico stabilizzato dall’Mg°* (vedi la Figura 6.26). 
La reazione converte un composto con un potenziale di 
trasferimento del gruppo fosforico relativamente basso 
(il AG'° di idrolisi del 2-fosfoglicerato è —176 kJ/mole) in 
uno con un elevato potenziale di trasferimento (il AG'° di 
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idrolisi del PEP è — 61,9 kJ/mole) (vedi la Figura 13.13 e 
la Tabella 13.6). 


© Trasferimento del gruppo fosforico dal fosfoenolpi- 
ruvato all’ADP Lultima tappa della glicolisi è il trasferi- 
mento del gruppo fosforico dal fosfoenolpiruvato all’ADB, 
catalizzato dalla piruvato chinasi, che richiede K* e Mg?* 
oppure Mn°*: 


(0) O 

ìN / 

x P) 
C—0-fPloa 
I° + ® 
CHo (O)7 ? 


| Rib || Adenina 


Fosfoenolpiruvato ADP 
Mg2+, K+ piruvato 
chinasi 
O N me 
T 0—P=0 
TT O + 


Piruvato 


| 
Rib — Adenina | 


ATP 
AG'° = —31,4kJ/mole 


In questa fosforilazione a livello del substrato il piruvato 
prodotto compare prima nella sua forma enolica, e quindi 
tautomerizza rapidamente e non enzimaticamente nella 
forma chetonica, prevalente a pH 7: 


(0) N 0 (O) N pe 
{ n 
C—_OH C=0 
Il tautomerizzazione | 
CH, CHg 

Piruvato Piruvato 


(forma enolica) (forma chetonica) 


La reazione complessiva ha una variazione di energia li- 
bera standard fortemente negativa, dovuta in gran par- 
te alla conversione spontanea della forma enolica del pi- 
ruvato nella forma chetonica (vedi la Figura 13.13). Cir- 
ca la metà dell’energia rilasciata dall’idrolisi del PEP 
(AG'° = —61,9 KJ/mole) viene conservata nella forma- 
zione del legame fosfoanidridico dell'ATP (AG'° = —30,5 
kJ/mole), mentre la restante parte (-31,4 kJ/mole) co- 
stituisce la forza trainante che spinge la reazione verso 
la sintesi dell’ATP. La regolazione della piruvato chinasi 
verrà trattata nel Capitolo 15. 


e Ilbilancio complessivo comporta un guadagno netto 

di ATP 
A questo punto è possibile fare un bilancio della glicolisi 
per quanto riguarda (1) il destino degli atomi di carbonio 
del glucosio, (2) l'ingresso di P; e ADP e la produzione di 
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ATB e (3) il trasferimento degli elettroni nelle reazioni di 
ossidoriduzione. La parte sinistra dell’equazione seguen- 
te mostra l’ingresso dei substrati ATP, NAD*, ADP e P; nel 
processo (vedi la Figura. 14.2), mentre la parte destra mo- 
stra tutti i prodotti (si ricordi che ogni molecola di gluco- 
sio produce due molecole di piruvato): 


Glucosio + 2 ATP + 2 NAD*' +4 ADP +2P, 
2 piruvato + 2 ADP + 2 NADH + 2 H* + 4 ATP + 2 H;0 


Cancellando i termini comuni a sinistra e a destra dell’e- 
quazione si ottiene l'equazione complessiva della glicolisi 
in condizioni aerobiche: 


Glucosio + 2 NAD' + 2 ADP+2P, > 
2 piruvato + 2 NADH + 2 H* + 2 ATP + 2 H30 


In condizioni aerobiche le due molecole di NADH che si 
formano durante la glicolisi nel citosol vengono riossida- 
te a NAD', con il contemporaneo trasferimento dei loro 
elettroni alla catena di trasporto degli elettroni localizza- 
ta nei mitocondri degli organismi eucariotici. La catena di 
trasporto degli elettroni trasferisce gli elettroni all’accet- 
tore finale, l’O;: 


2 NADH + 2H* +0, —2 NAD* + 2H30 


Il trasferimento degli elettroni dal NADH all’O; nei mito- 
condri fornisce l’energia per la sintesi dell’ATP mediante 
il processo di fotofosforilazione dipendente dalla respira- 
zione (Capitolo 19). 

Nel processo glicolitico complessivo, una molecola di 
glucosio viene convertita in due molecole di piruvato (la 
via degli atomi di carbonio). Due molecole di ADP e due 
di P; sono convertite in due molecole di ATP (la via dei 
gruppi fosforici). Quattro elettroni, sotto forma di due 
ioni idruro, vengono trasferiti da due molecole di glice- 
raldeide 3-fosfato a due molecole di NAD* (la via degli 
elettroni). 


e Laglicolisi è strettamente regolata 

Durante i suoi studi sulla fermentazione del glucosio a 
opera del lievito, Louis Pasteur scoprì che sia la velocità 
della glicolisi, sia la quantità totale di glucosio consuma- 
to erano più elevate in condizioni anaerobiche rispetto a 
quelle aerobiche. Studi successivi dimostrarono che an- 
che nel muscolo la velocità della glicolisi anaerobica dif- 
ferisce notevolmente da quella aerobica. Sono oggi chiare 
le basi biochimiche di queste differenze che vanno sotto 
il nome di “effetto Pasteur”. La resa in ATP della glicolisi 
in condizioni anaerobiche (2 molecole di ATP per moleco- 
la di glucosio) è nettamente inferiore a quella che si ottie- 
ne dalla completa ossidazione del glucosio a CO; in condi- 
zioni aerobiche (30 o 32 molecole di ATP per molecola di 
glucosio; vedi la Tabella 19.5). Quindi in condizioni anae- 
robiche bisogna consumare 15 volte più glucosio per otte- 
nere la stessa quantità di ATP. 

Il flusso del glucosio attraverso la via glicolitica deve 
essere regolato, al fine di mantenere costanti i livelli di 
ATP (ma anche per rifornire la cellula di intermedi del- 
la glicolisi da utilizzare nelle biosintesi). La regolazione 
della velocità della glicolisi si basa su un equilibrato bi- 
lanciamento tra il consumo di ATP, la rigenerazione del 
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NADH e la regolazione allosterica di molti enzimi della 
glicolisi, tra cui l’esochinasi, la PFK-1 e la piruvato chi- 
nasi, e sulle fluttuazioni - istante per istante - delle con- 
centrazioni di metaboliti chiave, che riflettono il rappor- 
to tra produzione e consumo di ATP. Su una scala tem- 
porale leggermente più ampia, la glicolisi è regolata da- 
gli ormoni glucagone, adrenalina e insulina, e da varia- 
zioni dell’espressione dei geni di diversi enzimi glicoliti- 
ci. Un caso particolarmente interessante di regolazione 
anormale della glicolisi si osserva nelle cellule cancero- 
se. Il biochimico tedesco Otto Warburg osservò per pri- 
mo nel 1928 che in quasi tutti i tipi di tumori la velocità 
della glicolisi è più elevata di quella dei tessuti normali, 
anche quando è disponibile l'ossigeno. Su questo “effetto 
Warburg” si basano molti metodi di diagnosi e di tratta- 
mento del cancro (Box 14.1). 

Warburg viene considerato il biochimico più influen- 
te della prima metà del XX secolo. Egli contribuì all’avan- 
zamento delle nostre conoscenze in molti altri settori del- 
la biochimica, come la respirazione, la fotosintesi e l’enzi- 
mologia del metabolismo intermedio. A partire dagli anni 
30 Warburg e i suoi collaboratori purificarono e cristalliz- 
zarono sette enzimi della gli- 
colisi. Essi idearono e realizza- 
rono un’apparecchiatura che 
rivoluzionò le conoscenze sul 
metabolismo ossidativo: il ma- 
nometro di Warburg, che valu- 
tava direttamente il consumo 
di ossigeno attraverso la deter- 
minazione di variazioni nel vo- 
lume del gas, permettendo così 
di misurare quantitativamente 
l’attività di tutti gli enzimi che 
utilizzano l’ossigeno. 

Warburg iniziò la sua car- 
riera nel laboratorio di Emil Fischer (premio Nobel per 
la Chimica nel 1902), lavorando sui carboidrati. Lo stesso 
Warburg ottenne il Nobel per la Fisiologia e Medicina nel 
1931. Molti allievi e colleghi di Warburg furono insigni- 
ti del Nobel: Otto Meyerhof nel 1922, Hans Krebs e Fritz 
Lipmann nel 1953, Hugo Theorell nel 1955. Nel laborato- 
rio di Meyerhof si formarono Lipmann e altri vincitori del 
Nobel: Severo Ochoa (1959), Andre Lwoff (1965) e Geor- 
ge Wald (1967). 


Otto Warburg, 1883-1970 


e L'assorbimento del glucosio è carente nel diabete 
mellito di tipo 1 


Il metabolismo del glucosio nei mammiferi di- 
pende dalla velocità di assorbimento del glucosio 

nelle cellule e dalla sua fosforilazione catalizzata 
dall’esochinasi. Eassorbimento del glucosio dal sangue è 
mediato dalla famiglia dei trasportatori del glucosio GLUT 
(vedi la Tabella 11.3). I trasportatori presenti negli epato- 
citi (GLUT1, GLUT2) e nei neuroni (GLUT3) sono localiz- 
zati sulle membrane plasmatiche. Invece il principale tra- 
sportatore di glucosio nel muscolo scheletrico, nel musco- 
lo cardiaco e nel tessuto adiposo (GLUT4) è sequestrato in 
piccole vescicole e si trasferisce sulla membrana plasma- 
tica solo in risposta a un segnale insulinico (Figura 14.10). 
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Box 14.1 MEDICINA L'elevata velocità della glicolisi nei tumori suggerisce alcuni bersagli per la chemioterapia 


e facilita la diagnosi 


In molti tipi di tumori dell’uomo e degli animali, la ve- 
locità della glicolisi può superare anche di dieci volte 
quella dei tessuti normali non cancerosi. La maggio- 
ranza delle cellule tumorali cresce in condizioni ipos- 
siche (cioè in presenza di un limitato rifornimento di 
ossigeno) in quanto, almeno inizialmente, non possiede 
una rete di capillari sufficiente per un normale apporto 
di ossigeno. Le cellule cancerose localizzate a più di 100- 
200 um da un capillare dipendono dalla sola glicolisi 
(senza ulteriore ossidazione del piruvato) per la produ- 
zione di ATP La resa energetica (2 molecole di ATP per 
molecola di glucosio) è di gran lunga inferiore a quella 
della completa ossidazione del piruvato a CO; nei mito- 
condri (circa 30 ATP per molecola di glucosio; Capitolo 
19). Quindi, per sintetizzare una data quantità di ATP, 
le cellule tumorali devono assorbire molto più gluco- 
sio delle cellule normali, convertendolo in piruvato e 
quindi in lattato, per riciclare il NADH. È probabile che 
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i due primi stadi della trasformazione di una cellula 
normale in una cellula tumorale siano (1) la dipendenza 
dalla glicolisi per la produzione di ATP e (2) lo sviluppo 
della tolleranza al pH più basso dei liquidi extracellulari 
(dovuto al rilascio del prodotto ultimo della glicolisi, 
l’acido lattico). In generale, più aggressivo è il tumore, 
maggiore è la velocità della glicolisi. 

Paumento della velocità della glicolisi è dovuto almeno 
in parte all'aumento della sintesi degli enzimi glicolitici 
e dei trasportatori GLUT1 e GLUT3 della membrana pla- 
smatica (vedi la Tabella 11.3), che riforniscono di glucosio 
le cellule. (Si ricordi che GLUT1 e GLUT3 non dipendono 
dall’insulina.) Il fattore di trascrizione indotto dall’i- 
possia (HIF-1) è una proteina che agisce a livello della 
sintesi dell’mRNA e stimola la produzione di almeno otto 
enzimi glicolitici e dei trasportatori di glucosio, quando 
la disponibilità di ossigeno non è sufficiente alle neces- 
sità della cellula (Figura 1). Paumento della velocità della 
glicolisi permette altumore di sopravvivere in condizioni 
di carenza di O;, fino a che la produzione di vasi sangui- 
gni non va a bilanciare la crescita del tumore. Un’altra 
proteina indotta dall’HIF-1 è l’ormone peptidico VEGF 
(fattore di crescita dell’endotelio vascolare), che stimola 
la crescita dei vasi sanguigni (angiogenesi) per irrorare 
il tumore. 

Vi sono anche evidenze che la proteina soppressore tu- 
morale p53, che è mutata nella maggior parte dei tipi 
di cancro (vedi la Sezione 12.12), controlla la sintesi e 
l'assemblaggio delle proteine mitocondriali, necessarie 
al trasferimento degli elettroni all’O;. Le cellule in cui la 
p53 è mutata hanno spesso un trasporto degli elettroni 
difettoso e dipendono fortemente dalla glicolisi per la 
produzione di ATP (Figura 1). 

La maggiore dipendenza dalla glicolisi delle cellule tumo- 
rali rispetto alle cellule normali suggerisce una strategia 
per la terapia contro i tumori: gli inibitori della glicolisi 
potrebbero raggiungere il tumore e uccidere le cellule tu- 
morali, impedendo la sintesi di ATP Sono stati sperimen- 
tati con un certo successo tre inibitori dell’esochinasi: il 
2-deossiglucosio, la lonidamina e il 3-bromopiruvato. 
Impedendo la formazione del glucosio 6-fosfato, questi 


Figura 1 Il metabolismo anaerobico del glucosio nelle 
cellule tumorali produce molto meno ATP (due per 
molecola di glucosio) di quello che si può ottenere dalla 
completa ossidazione a CO, dello zucchero, come accade 
nelle cellule normali in condizioni aerobiche (—30 ATP 

per molecola di glucosio). Per questo le cellule tumorali 
devono consumare molto più glucosio per produrre 

la quantità di ATP di cui hanno bisogno. | trasportatori 

del glucosio e la maggior parte degli enzimi glicolitici 
vengono sintetizzati in eccesso. | composti che inibiscono 
l'esochinasi, la glucosio 6-fosfato deidrogenasi e la 
transchetolasi bloccano la produzione di ATP tramite la 
glicolisi. La mancanza di energia porta la cellula alla morte. 
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[18F]6-Fosfo-2-fluoro-2-deossiglucosio 
(6-Fosfo-FAG) 


Figura 2 La fosforilazione del ['#F]2-fluoro-2-deossiglucosio intrappola l'FdG nelle cellule (sotto 
forma di 6-fosfo-FdG) tramite l'esochinasi. La sua presenza può essere monitorata dall'emissione dei 


positroni da parte del '8F. 


composti non solo impediscono la sintesi di ATP nelle 
cellule tumorali, ma inibiscono anche la sintesi del pen- 
tosio fosfato attraverso la via del pentosio fosfato, che 
inizia anch'essa con il glucosio 6-fosfato. In mancanza 
di pentosio fosfato, le cellule non possono sintetizzare i 
nucleotidi necessari per produrre il DNA e PRNA e quindi 
non possono crescere o dividersi. Un altro farmaco an- 
titumorale, già approvato per l’uso clinico, è l’imatinib 
(Gleevec), descritto nel Box 12.5. Questo farmaco inibisce 
una specifica tirosina chinasi, impedendo l'aumento della 
sintesi dell’esochinasi che di norma è sotto il controllo di 
questo enzima. Lossitiamina, un analogo della tiamina, in 
grado di bloccare l’azione di un enzima simile alla trans- 
chetolasi che converte lo xilulosio 5-fosfato in gliceral- 
deide 3-fosfato (Figura 1), è nella fase di sperimentazione 
preclinica come farmaco antitumorale. 

Pelevata velocità della glicolisi delle cellule tumorali può 
essere utilizzata a fini diagnostici. La velocità relativa con 
cui i tessuti captano il glucosio in alcuni casi può essere 
utilizzata per localizzare i tumori. Nella tomografia a 
emissione di positroni (PET) viene iniettato al paziente 
un analogo del glucosio marcato e innocuo, che non 
viene metabolizzato dai tessuti. Si tratta del 2-fluoro- 
2-deossiglucosio (FdG), in cui il gruppo ossidrilico in 
C-2 del glucosio è sostituito dal !8F (Figura 2). Questo 
composto entra nelle cellule tramite i trasportatori 
GLUT ed è un buon substrato dell’esochinasi, ma non 
può essere convertito nell’intermedio enediolico nella 
reazione catalizzata dalla fosfoesosio isomerasi (vedi la 
Figura 14.5), e quindi si accumula come 6-fosfo-FdG. La 
quantità accumulata dipende dalla velocità con cui viene 
assorbito e fosforilato, che, come si è detto, è 10 volte più 
elevata nelle cellule tumorali rispetto alle cellule normali. 
Il decadimento del !8F genera positroni (due per atomo 
di !8F), che possono essere messi in evidenza da una se- 
rie di rilevatori distribuiti in tutto il corpo, permettendo 
così l’accurata localizzazione del 6-fosfo-FAG accumulato 
(Figura 3). 


Figura 3 Individuazione del tessuto tumorale tramite la 
tomografia a emissione di positroni (PET). Un paziente adulto 
di sesso maschile aveva subito la rimozione di un tumore 
maligno primario della pelle (Melanoma maligno). L'immagine 
a sinistra, ottenuta per tomografia computerizzata dell'intero 
corpo (CT scan), mostra la localizzazione dei tessuti molli 

e delle ossa. Il pannello centrale è un'immagine PET dopo 
l'ingestione di 2-fluoro-2-deossiglucosio marcato con '8F (FdG). 
Le zone scure corrispondono alle regioni in cui il glucosio viene 
utilizzato più attivamente. Come c'è da aspettarsi, il cervello 

e la vescica sono fortemente marcati; il cervello perché è 
l'organo che utilizza la maggior parte del glucosio consumato 
dall'intero organismo, la vescica in quanto l'eccesso di 6-fosfo- 
FdG marcato con '4F viene escreto con le urine. Se l'intensità 
della marcatura nella scansione PET viene tradotta in colori 
(l'intensità aumenta dal grigio al giallo al rosso) e l'immagine 
viene sovrapposta al CT scan di sinistra, l'immagine fusa così 
ottenuta (a destra) rivela l'esistenza di masse tumorali nella 
parte alta della colonna vertebrale, nel fegato e in alcuni 
muscoli, tutte derivate dalla diffusione del melanoma maligno 
primario. 
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Figura 14.10 Y Effetto del diabete di tipo 1 sul metabolismo 
dei carboidrati e dei grassi negli adipociti. Normalmente l’insulina 
provoca l'inserzione dei trasportatori GLUT4 sulla membrana 
plasmatica, attraverso la fusione delle vescicole contenenti il 
trasportatore con le membrane, favorendo l'assorbimento del 
glucosio dal sangue. Quando il livello ematico di insulina diminuisce, 
il GLUTA viene risequestrato nelle vescicole per endocitosi. Nel 
diabete mellito di tipo 1 (insulino-dipendente) l'inserzione di GLUT4 
nelle membrane, così come altri processi stimolati dall'insulina, non 
può avvenire (indicato con X). La mancanza di insulina impedisce 
l'assorbimento del glucosio attraverso il GLUT4. Di conseguenza, 
nelle cellule la concentrazione del glucosio diminuisce, mentre 


Il meccanismo molecolare del segnale insulinico è stato 
discusso nel Capitolo 12 (vedi la Figura 12.16). Quindi nel 
muscolo scheletrico, nel cuore e nel tessuto adiposo l’as- 
sorbimento del glucosio e il suo metabolismo dipendono 
dal rilascio di insulina da parte delle cellule pancreatiche 
B in risposta a elevati livelli di glucosio nel sangue (vedi la 
Figura 23.26). 

Soggetti affetti da diabete mellito di tipo 1 (chiamato 
anche diabete insulino-dipendente) hanno poche cellule 
B e non possono rilasciare una quantità sufficiente di in- 
sulina per favorire l'assorbimento del glucosio nel muscolo 


aumenta nel sangue. Data la carenza di glucosio nelle cellule come 
fonte di energia, gli adipociti demoliscono i triacilgliceroli depositati 
sotto forma di goccioline di grasso e distribuiscono gli acidi grassi 
liberati agli altri tessuti per la produzione di ATP. Due prodotti 
collaterali dell'ossidazione degli acidi grassi (l'acetoacetato e il 
p-idrossibutirrato, vedi a pagina 703) si formano nel fegato e vengono 
poi rilasciati nel sangue, da dove passano nel cervello per essere usati 
come combustibili metabolici alternativi. Essi provocano però anche 
un abbassamento del pH del sangue, con conseguente chetoacidosi. 
La stessa sequenza di eventi ha luogo nei muscoli, ma i miociti, non 
essendo in grado di immagazzinare i triacilgliceroli, utilizzano gli acidi 
grassi che sono rilasciati nel sangue dagli adipociti. 


scheletrico, nel cuore e nel tessuto adiposo. Quindi, dopo 
un pasto ricco di carboidrati, il glucosio si accumula fino a 
raggiungere livelli troppo elevati nel sangue, una condizio- 
ne chiamata iperglicemia. Non potendo assimilare il gluco- 
sio, il muscolo e il tessuto adiposo utilizzano gli acidi gras- 
si dei depositi di triacilgliceroli come principale combu- 
stibile metabolico. Nel fegato, l’acetil-CoA che deriva dal- 
la demolizione degli acidi grassi viene convertito in “corpi 
chetonici”, acetoacetato e B-idrossibutirrato, che vengono 
esportati e trasferiti ad altri tessuti per essere anch'essi uti- 
lizzati come combustibili (Capitolo 17). Questi composti 
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svolgono un ruolo fondamentale nel cervello, che utilizza 
i corpi chetonici in alternativa al glucosio quando questo 
non è disponibile in quantità ottimali. (Gli acidi grassi non 
possono attraversare la barriera ematoencefalica e quindi 
non possono essere utilizzati dai neuroni.) 

Nel diabete di tipo 1, l’iperproduzione di acetoacetato e 
di B-idrossibutirrato genera un loro accumulo nel sangue, 
il cui pH diminuisce provocando una condizione di che- 
toacidosi che può essere anche mortale. Liniezione di in- 
sulina favorisce i seguenti eventi in successione: GLUT4 si 
trasferisce sulle membrane plasmatiche degli epatociti e 
degli adipociti, il glucosio viene assorbito da queste cellu- 
le e fosforilato, il livello ematico del glucosio diminuisce, 
insieme alla produzione di corpi chetonici. 

Il diabete mellito influenza profondamente il metabo- 
lismo sia dei carboidrati che dei grassi. Tratteremo questo 
argomento nel Capitolo 23, dopo aver analizzato il meta- 
bolismo dei lipidi (Capitoli 17 e 21). O 


SOMMARIO 14.1 
La glicolisi 

e La glicolisi è una via pressoché universale attraverso la 
quale il glucosio è ossidato a due molecole di piruvato, 
mentre l’energia viene conservata sotto forma di ATP e 
NADH. 

e I dieci enzimi della glicolisi sono localizzati nel citosol 
e i dieci intermedi sono composti fosforilati a tre o sei 
atomi di carbonio. 

e Nella fase preparatoria della glicolisi, ’ATP viene usato 
per convertire il glucosio in fruttosio 1,6-bisfosfato. Il 
legame tra il C-3 e il C-4 viene quindi scisso per genera- 
re due molecole di triosio fosfato. 

e Nella fase di recupero energetico, ciascuna delle due 
molecole di gliceraldeide 3-fosfato derivate dal gluco- 
sio va incontro a ossidazione nel C-1. L'energia libera- 
ta da questa reazione di ossidazione viene conservata 
sotto forma di una molecola di NADH e due di ATP per 
molecola di triosio fosfato ossidata. Lequazione com- 
plessiva dell’intero processo è 


Glucosio + 2 NAD* + 2 ADP +2P,—> 
2 piruvato + 2 NADH + 2 H* + 2 ATP + 2H;0 


e Per assicurare un costante rifornimento di ATP la gli- 
colisi è strettamente regolata, in coordinazione con 
altre vie metaboliche che generano energia. 

e Nel diabete di tipo 1, il difettoso assorbimento del 
glucosio nel muscolo e nel tessuto adiposo influenza 
profondamente il metabolismo dei carboidrati e dei 
grassi. 


Vie di alimentazione della glicolisi 


Oltre al glucosio, molti altri carboidrati entrano nella via 
glicolitica, dopo essere stati trasformati in uno degli inter- 
medi della glicolisi. I più importanti sono i polisaccaridi di 
deposito glicogeno e amido, presenti all’interno della cel- 
lula (endogeni) oppure ottenuti dalla dieta; i disaccaridi 
lattosio, maltosio, trealosio e saccarosio; e imonosaccaridi 
fruttosio, mannosio e galattosio (Figura 14.11). 
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e |polisaccaridiei disaccaridi della dieta vengono 

idrolizzati a monosaccaridi 
L’amido della dieta è la fonte principale di carboidrati 
nell’uomo (Figura 14.11). La digestione ha inizio nella boc- 
ca, dove l’a-amilasi salivare idrolizza i legami glicosidici 
(a1+ 4) dell’amido, producendo frammenti polisaccari- 
dici o oligosaccaridici (si noti che in questa reazione idro- 
litica è l’acqua, non il P;, la specie che attacca il legame). Il 
basso pH dello stomaco inattiva l’a-amilasi, ma una secon- 
da forma di a-amilasi, secreta dal pancreas, prosegue il pro- 
cesso di demolizione nell’intestino tenue. la-amilasi pan- 
creatica produce soprattutto maltosio e maltotriosio (il di- 
e il trisaccaride del glucosio) e oligosaccaridi denominati 
destrine limite, frammenti di amilopectine contenenti le- 
gami (a1+ 6) a livello delle ramificazioni. Il maltosio e le 
destrine vengono degradati a glucosio da enzimi dell’orlet- 
to a spazzola intestinale (i microvilli a forma di dita delle 
cellule intestinali, che aumentano sensibilmente l’area del- 
la superficie intestinale). Il glicogeno della dieta ha essen- 
zialmente la stessa struttura dell’amido e la sua digestione 
procede in modo analogo. 

Come abbiamo visto nel Capitolo 7 la maggior parte 
degli animali non è in grado di digerire la cellulosa a causa 
dell'assenza dell'enzima cellulasi, l’unico in grado di rom- 
pere i legami glicosidici (B1+ 4) della cellulosa. Nei rumi- 
nanti, uno stomaco quadriloculare comprende una came- 
ra in cui microorganismi simbiotici presenti al suo interno 
producono la cellulasi, scindendo la cellulosa in molecole 
di glucosio. Questi microrganismi convertono poi il gluco- 
sio che deriva dalla scissione della cellulosa attraverso la 
fermentazione anaerobica in grandi quantità di proprio- 
nato che diventa a sua volta il materiale di partenza per la 
gluconeogenesi, che produce la maggior parte del lattosio 
presente nel latte di questi animali. 


e Ilglicogenoel’amido endogeni vengono degradati 

per fosforolisi 
Il glicogeno immagazzinato nei tessuti animali (soprattut- 
to nel fegato e nei muscoli) e nei microrganismi o l’amido 
delle piante possono essere mobilizzati da una reazione 
fosforolitica endocellulare, catalizzata dalla glicogeno fo- 
sforilasi (amido fosforilasi nelle piante) (Figura 14.12). 
Questi enzimi catalizzano l’attacco da parte del P; del le- 
game glicosidico (a1+ 4) che unisce gli ultimi residui di 
un'estremità non riducente, generando glucosio 1-fosfato 
e un polimero accorciato di un residuo di glucosio. La fo- 
sforolisi permette di conservare parte dell’energia del lega- 
me glicosidico nel glucosio 1-fosfato prodotto. La glicoge- 
no fosforilasi (o l’amido fosforilasi) agisce ripetitivamente 
fino a che non si avvicina a un punto di ramificazione con 
un legame (a1+ 6) (vedi la Figura 713), dove la sua azio- 
ne si interrompe. È necessario un enzima deramifican- 
te per rimuovere le ramificazioni. Il meccanismo e il con- 
trollo della degradazione del glicogeno saranno descritti 
più in dettaglio nel Capitolo 15. 

Il glucosio 1-fosfato prodotto dalla glicogeno fosforila- 
si viene convertito in glucosio 6-fosfato dalla fosfogluco- 
mutasi, che catalizza la reazione reversibile 


Glucosio 1-fosfato —=> glucosio 6-fosfato 


5/5 


CAPITOLO 14 


576  Glicolisi, gluconeogenesi e via d 


el pentosio fosfato 


© 978-88-08-26148-9 


CH 0H 
p 6 (0) 
Trealosio Lattosio HO H 
I trealasi lattasi - H 
x a H OH 
H:0  Glicogeno, amido Glicogeno 
—< (ottenuti dalla dieta) —endogeno H OH 
a-amilasi ra p-Galattosio 
P; Pai 14 
pa V 
destro fosforilasi UDP-galattosio 
| \ Mm i 
| saccarasi H OH \ Glucosio <«-—_ UDP-glucosio 
n; p-Glucosio \m I-fostate CH ,0H 
esochinasi O 
fosfoglucomutasi H H H 
\ HOCH CH,0H 
A SO Ù x il OH HO 
\ : HO (0) 
Glucosio 
H H 6-fosfat 
H OH % -fosfato i H 
OUR lì ATP p-Mannosio 
i Se ATP_/ 
p-Fruttosio cin Il 2 esochinasi 


Figura 14.11 Ingresso 
del glicogeno e dell’amido 
ottenuti dalla dieta, dei 
disaccaridi e degli esosi 
nella fase preparatoria 
della glicolisi. 
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Il meccanismo d’azione della fosfoglucomutasi è essenzial- 
CH,0H mente lo stesso della fosfoglicerato mutasi (Figura 14.9): 
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Figura 14.12 Demolizione del glicogeno intracellulare a opera 
della glicogeno fosforilasi. L'enzima catalizza l'attacco da parte del 
fosfato inorganico (in rosa) sul residuo di glucosio terminale (in azzurro) 


all'estremità non riducente di un 


a molecola di glicogeno; viene così 


rilasciato glucosio 1-fosfato e si genera una molecola di glicogeno 
accorciata di un residuo. La reazione è una fosforolisi (non un'idrolisi). 


il meccanismo di entrambi gli enzimi procede attraverso 
la formazione di un intermedio bisfosfato, e l'enzima è fo- 
sforilato transitoriamente per ogni ciclo di reazione. Le 
mutasi sono enzimi che catalizzano il trasferimento di un 
gruppo funzionale da una posizione all’altra all’interno di 
una stessa molecola. Le mutasi sono una sottoclasse delle 
isomerasi, enzimi che interconvertono gli stereoisomeri, 
gli isomeri strutturali o quelli di posizione (vedi la Tabel- 
la 6.3). Il glucosio 6-fosfato prodotto dalla reazione fosfo- 
glucomutasica può entrare nella glicolisi, o in un’altra via 
metabolica, come la via del pentosio fosfato descritta nel- 
la Sezione 14.5. 


a Risparmio energetico conseguente 


alla demolizione del glicogeno per fosforolisi 
Calcolate l'energia che viene risparmiata (in termini di mo- 
lecole di ATP per monomero di glucosio) quando la glico- 
lisi ha inizio con la scissione fosforolitica, anziché idroliti- 
ca, del glicogeno. 


\ 


Soluzione La fosforolisi produce un glucosio fosforila- 
to (glucosio 1-fosfato), che viene poi convertito in gluco- 
sio 6-fosfato senza la spesa di energia (1 ATP) che invece 
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è necessaria per la formazione del glucosio 6-fosfato dal 
glucosio libero. Quindi si consuma solo un ATP nella fase 
preparatoria, invece dei due ATP utilizzati quando la gli- 
colisi parte dal glucosio libero. La cellula quindi guadagna 
3 ATP per unità di glucosio (4 ATP nella fase di recupero 
energetico meno un ATP utilizzato nella fase preparato- 
ria), invece di due, con un risparmio netto di un ATP per 
monomero di glucosio. 


La demolizione nel tratto gastrointestinale dei polisaccari- 
di della dieta come il glicogeno e l’amido tramite fosforolisi 
anziché idrolisi non produrrebbe alcun vantaggio; infatti 
gli zuccheri fosforilati non vengono trasportati all’interno 
delle cellule intestinali, ma devono prima essere defosfo- 
rilati a zuccheri liberi. 

I disaccaridi vengono quindi idrolizzati a monosacca- 
ridi prima di poter penetrare nelle cellule intestinali. I di- 
saccaridi e le destrine vengono idrolizzati da enzimi legati 
alla superficie esterna delle cellule dell’epitelio intestinale: 


Destrine + nH,0 ——_>»-n-glucosio 
destrinasi 


Maltosio + H,0 ——->2 p-glucosio 
maltasi 


Lattosio + H,0 aan p-galattosio + p-glucosio 
attasi 


Saccarosio + H,0 ——-» -fruttosio + p-glucosio 
saccarasl 


Trealosio + H}X0O ——-2 p-glucosio 
trealasi 
I monosaccaridi così formati vengono trasportati attiva- 
mente all’interno delle cellule epiteliali (vedi la Figura 
11.43), per passare poi nel sangue ed essere trasferiti ai 
vari tessuti, dove vengono fosforilati e immessi nel pro- 
cesso glicolitico. 


L’intolleranza al lattosio, una condizione ab- 
bastanza diffusa fra gli individui adulti della 

maggioranza delle popolazioni umane, a ecce- 
zione di quelle del Nord Europa e di alcune regioni afri- 
cane, è dovuta alla perdita, dopo l’adolescenza, di tutta 0 
parte dell’attività lattasica delle cellule epiteliali intesti- 
nali. In carenza di lattasi intestinale il lattosio non può 
essere completamente digerito e assorbito dall’intestino 
tenue e passa nel colon, dove i batteri lo convertono in 
prodotti tossici che causano crampi addominali e diarrea. 
Il problema si complica ancora di più in quanto il lattosio 
indigerito e i suoi metaboliti aumentano l’osmolarità del 
contenuto intestinale, favorendo la ritenzione di acqua 
nell'intestino. In alcune zone dove l’intolleranza al latto- 
sio è diffusa il latte non viene somministrato agli adulti, 
anche se sono disponibili in commercio prodotti conte- 
nenti latte predigerito con la lattasi. Sono note malattie 
in cui mancano alcune o addirittura tutte le disaccarida- 
si. In questi casi i disturbi dovuti all’ingestione dei disac- 
caridi possono essere ridotti al minimo per mezzo di una 
dieta controllata. O 


e Altri monosaccaridi entrano nella glicolisi in diversi punti 
Nella maggior parte degli organismi, gli esosi diversi dal 
glucosio entrano nella glicolisi dopo essere stati converti- 
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ti in composti fosforilati. Il p-fruttosio, presente in forma 
libera nella frutta o prodotto dal saccarosio per idrolisi 
nell’intestino tenue dei vertebrati, viene fosforilato dall’e- 
sochinasi: 


ST 
Fruttosio + ATP PS fiamosio 6-fosfato + ADP 


Nel muscolo e nel rene questa è la via principale di entra- 
ta del fruttosio nella glicolisi. Nel fegato il fruttosio segue 
un’altra via. enzima epatico fruttochinasi catalizza la fo- 
sforilazione del fruttosio in C-1 invece che in C-6: 


M: Z+t 
Fruttosio + ATP —5> fruttosio 1-fosfato + ADP 


Il fruttosio 1-fosfato viene quindi scisso in gliceraldeide e 
diidrossiacetone fosfato dalla fruttosio 1-fosfato aldo- 
lasi: 


CHLOPO, 7 
C=0 
1 CH30P037 CH ;0H 
5 Diidrossiacetone 
in 0) fosfato 
HOCH + 
4 i H 
HCOH fruttosio1-fosfato 
B aldolasi i 
HCOH i 
© CHy0H DOGE 
Fruttosio 1-fosfato CH,0H 
Gliceraldeide 


Il diidrossiacetone fosfato viene quindi convertito in gli- 
ceraldeide 3-fosfato dall’enzima glicolitico triosio fosfato 
isomerasi. La gliceraldeide viene fosforilata dall’ATP a gli- 
ceraldeide 3-fosfato a opera della triosio chinasi: 


Gliceraldeide + ATP De, gliceraldeide 3-fosfato + ADP 


Quindi i due prodotti dell’idrolisi del fruttosio 1-fosfato 
entrano nella via glicolitica sotto forma di gliceraldeide 
3-fosfato. 
Il p-galattosio, prodotto dall’idrolisi del lattosio 
(zucchero del latte), passa dall’intestino al sangue 
e infine al fegato, dove viene fosforilato in C-1 
dall’enzima galattochinasi a spese dell'ATP: 


gt 
Galattosio + ATP 8, galattosio 1-fosfato + ADP 


Il galattosio 1-fosfato viene quindi convertito nel suo epi- 
mero C-4, glucosio 1-fosfato, da una serie di reazioni in 
cui l’uridina difosfato (UDP) viene usata come coenzi- 
ma trasportatore delle molecole di esosio (Figura 14.13). 
Pepimerizzazione comporta prima l’ossidazione del grup- 
po —OH in C-4 a gruppo chetonico, quindi la riduzione di 
questo gruppo a ossidrile, con inversione della configura- 
zione del C-4. Il NAD funge da cofattore nell’ossidazione 
e anche nella riduzione. 

Il difetto di uno dei tre enzimi della via che consente 
l'utilizzo del galattosio è causa nell’uomo di un disordine 
metabolico chiamato galattosemia. Nei pazienti con una 
deficienza di galattochinasi i livelli di galattosio nel san- 
gue e nelle urine sono molto elevati. I soggetti affetti svi- 
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luppano la cataratta fin dall’infanzia, a causa del deposito 
di un metabolita del galattosio nel cristallino, il galattitolo. 


CH30H 
H— C— 0H 
HO—C—H 
HO—C—H 
H— CT 0H 
CH,0H 


p-Galattitolo 


Gli altri sintomi di questo disordine metabolico sono rela- 
tivamente lievi e si affievoliscono controllando l'apporto 
del galattosio nella dieta. 
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Figura 14.13 Conversione del galattosio in glucosio 
1-fosfato. La conversione procede mediante la formazione di 
un derivato zucchero-nucleotide, l’UDP-galattosio, che si forma 
quando il galattosio 1-fosfato rimuove il glucosio 1-fosfato 
dall'UDP-glucosio. L'’UDP-galattosio viene poi trasformato in 
UDP-glucosio dalla UDP-glucosio 4-epimerasi, in una reazione 
che comporta l'ossidazione dell'atomo C-4 (in rosa) da parte 
del NAD* e quindi la sua riduzione da parte del NADH; come 
risultato si ha l'inversione della configurazione dell'atomo chirale 
C-4. L'UDP-glucosio viene riciclato in un altro ciclo delle stesse 
reazioni. L'effetto netto di questo ciclo è la conversione del 
galattosio 1-fosfato in glucosio 1-fosfato; non vi è produzione 
netta o consumo di UDP-galattosio o di UDP-glucosio. 


La galattosemia dovuta alla deficienza della trasferasi 
è più grave. Essa è caratterizzata da ritardo nello svilup- 
po durante l’infanzia, difficoltà del linguaggio, deficienza 
mentale e danno epatico. La malattia può essere morta- 
le, anche se si elimina il galattosio dalla dieta. La galatto- 
semia da deficienza dell’epimerasi si manifesta con la stes- 
sa sintomatologia, ma risponde meglio a una dieta priva 
di galattosio. O 

Il p-mannosio, che viene liberato a seguito della dige- 
stione di vari polisaccaridi e glicoproteine della dieta, può 
essere fosforilato in C-6 dall’esochinasi: 


M + 
Mannosio + ATP > mannosio 6-fosfato + ADP 


Il mannosio 6-fosfato viene poi isomerizzato dalla fosfo- 
mannosio isomerasi in fruttosio 6-fosfato, un interme- 
dio della glicolisi. 


SOMMARIO 14.2 
Vie di alimentazione della glicolisi 

e Il glicogeno e l’amido endogeni, forme di deposito del 
glucosio, entrano nella glicolisi tramite un processo a 
due tappe. La scissione fosforolitica di un residuo di 
glucosio da una delle estremità del polimero, con for- 
mazione di glucosio 1-fosfato, è catalizzata dalla gli- 
cogeno fosforilasi o dall’amido fosforilasi. La fosfoglu- 
comutasi converte poi il glucosio 1-fosfato in glucosio 
6-fosfato, che entra nella via glicolitica. 

* I polisaccaridi e i disaccaridi ingeriti con la dieta ven- 
gono convertiti in monosaccaridi per azione di enzimi 
idrolitici intestinali. I monosaccaridi entrano nelle cel- 
lule intestinali, e sono poi trasportati al fegato e ad altri 
tessuti. 

e Diversi p-esosi, come il fruttosio, il galattosio e il man- 
nosio, possono entrare nella via glicolitica. Tutti vengo- 
no fosforilati e quindi trasformati in glucosio 6-fosfato, 
fruttosio 6-fosfato, o fruttosio 1-fosfato. 

e La conversione del galattosio 1-fosfato in glucosio 
1-fosfato coinvolge due derivati nucleotidici degli 
zuccheri: ’UDP-galattosio e ’UDP-glucosio. I difetti 
genetici di uno dei tre enzimi che catalizzano la con- 
versione del galattosio in glucosio 1-fosfato provoca- 
no le sindromi galattosemiche, con gradi diversi di 
gravità. 
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Il destino del piruvato in condizioni 
anaerobiche: la fermentazione 


In condizioni aerobiche, il piruvato formato nella fase fi- 
nale della glicolisi viene ossidato ad acetato (acetil-CoA), 
che entra nel ciclo dell’acido citrico, per essere ossidato a 
CO» e H0. Il NADH formato per deidrogenazione della 
gliceraldeide 3-fosfato viene riossidato a NAD, e gli elet- 
troni sottratti sono trasferiti all’O; nel processo della respi- 
razione mitocondriale. In condizioni ipossiche però, come 
nel muscolo che si contrae violentemente, nei tessuti delle 
piante sommerse, nei tumori solidi, o nei batteri lattacidi, 
il NADH che si genera nella glicolisi non può essere riossi- 
dato dall’O;. La mancata rigenerazione del NAD* lascereb- 
be la cellula priva dell’accettore di elettroni necessario per 
l'ossidazione della gliceraldeide 3-fosfato, di conseguenza 
anche le reazioni della glicolisi coinvolte nella produzio- 
ne di energia verrebbero a fermarsi. II NAD* deve quindi 
essere rigenerato in qualche altro modo. 

Le prime cellule comparse sulla Terra vivevano in 
un’atmosfera quasi priva di ossigeno e dovettero quindi 
sviluppare strategie per ottenere energia dalle molecole 
combustibili in condizioni anaerobiche. La maggior par- 
te degli organismi attuali ha mantenuto la capacità di ri- 
generare il NAD* durante la glicolisi anaerobica, trasfe- 
rendo gli elettroni dal NADH e formando un prodotto fi- 
nale come il lattato o l’etanolo. 


e Ilpiruvato è l’accettore terminale di elettroni 
nella fermentazione lattica 

Quando i tessuti animali non possono essere riforniti di 
una quantità di ossigeno sufficiente per l'ossidazione del 
piruvato e del NADH prodotti dalla glicolisi, il NAD* vie- 
ne rigenerato dal NADH per mezzo della riduzione del pi- 
ruvato a lattato. Come si è già detto, alcuni tessuti e tipi 
di cellule (come gli eritrociti, che non hanno i mitocondri 
e quindi non possono ossidare il piruvato a CO») produco- 
no lattato dal glucosio anche in condizioni aerobiche. La 
riduzione del piruvato attraverso questa via è catalizzata 


Box 14.2 Glicolisi in condizioni di limitate 
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dalla lattato deidrogenasi, che forma l’isomero L del lat- 
tato a pH7: 


O, 0 NADH sr INI 

C | + C 

ea 

ce x_ 2 Mi 

lattato 

CHg deidrogenasi CHg 

Piruvato L-Lattato 
AG'° = —25,1 kJ/mole 


Lequilibrio complessivo di questa reazione favorisce forte- 
mente la formazione di acido lattico, dato il valore molto 
negativo della variazione di energia libera standard. 

Nella glicolisi, la deidrogenazione delle due molecole 
di gliceraldeide 3-fosfato, derivate da ciascuna molecola di 
glucosio, converte due molecole di NAD* in due molecole 
di NADH. Poiché la riduzione di due molecole di piruvato 
in due molecole di lattato rigenera due molecole di NAD*, 
non vi è alcuna variazione netta della concentrazione del 
NAD? e del NADH. 


Glucosio 


2 NAD' 


2 NADH 


2 Piruvato 2 Lattato 


Il lattato che si forma nel muscolo che si contrae (o negli 
eritrociti) può essere riciclato. Esso viene trasportato dal 
torrente circolatorio fino al fegato, dove viene converti- 
to in glucosio durante la fase di recupero dopo un’attivi- 
tà muscolare intensa. Quando il lattato viene prodotto in 
grande quantità durante una contrazione muscolare vio- 
lenta (per esempio una corsa veloce), l’acidificazione con- 
seguente alla ionizzazione dell’acido lattico nel muscolo 
e nel sangue limita la durata della contrazione muscola- 
re violenta. Gli atleti meglio allenati non possono correre 
al massimo della velocità per più di un minuto (Box 14.2). 


uantità di ossigeno in atleti, alliga 


I vertebrati sono in gran parte organismi aerobici; conver- 
tono il glucosio in piruvato e poi ossidano completamente 
il piruvato a CO; e H:0 usando ossigeno molecolare. Il 
catabolismo anaerobico del glucosio (fermentazione da 
glucosio a lattato) avviene durante una breve ma intensa 
attività muscolare, per esempio una corsa di 100 metri, 
durante la quale l’ossigeno non può essere trasportato al 
muscolo nella quantità necessaria per ossidare il piruvato 
e produrre l’ATP richiesto nella contrazione muscolare. 
Il muscolo utilizza la sua riserva di glucosio (glicogeno) 
come fonte per la produzione di ATP mediante la fermen- 
tazione, con il lattato come prodotto finale. Durante una 
corsa veloce il lattato può raggiungere livelli elevati nel 
sangue ed è riconvertito in glucosio dalla gluconeogenesi 
epatica nel periodo di riposo o di recupero successivo allo 
sforzo, durante il quale l'ossigeno viene consumato a una 
velocità gradatamente più bassa fino a che il ritmo della 


respirazione non torna normale. [eccesso di ossigeno 
consumato durante il periodo di recupero rappresenta il 
pagamento del debito di ossigeno. Questa è la quantità di 
ossigeno necessaria a fornire ATP per la gluconeogenesi 
nel periodo di recupero, in modo da riformare il glicogeno 
“imprestato” dal fegato al muscolo e consumato durante 
la corsa. Il ciclo di reazioni che comprende la conversione 
del glucosio in lattato nel muscolo e la conversione del 
lattato in glucosio nel fegato viene detto ciclo di Cori, dal 
nome degli studiosi Carl e Gerty Cori, che tra gli anni ’30 
e ’40 chiarirono questa via metabolica e la sua funzione 
(vedi il Box 15.4). 

Il sistema circolatorio della maggior parte dei piccoli 
vertebrati può trasportare ossigeno ai muscoli a una ve- 
locità sufficientemente elevata da evitare un consumo 
di glicogeno anaerobico. Per esempio, gli uccelli migra- 
tori spesso volano ad alte velocità per lunghe distanze 


> (segue) 
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senza soste e senza incorrere in debito di ossigeno. Anche 
molti animali di piccole dimensioni corrono sfruttando 
un metabolismo muscolare essenzialmente aerobico. 
Negli animali più grandi, compreso l’uomo, il sistema 
circolatorio non è in grado di sostenere adeguatamente 
il metabolismo aerobico del muscolo scheletrico durante 
attività muscolari prolungate ed estenuanti. Questi ani- 
mali si muovono lentamente in condizioni normali e 
utilizzano i muscoli scheletrici in modo intenso solo in 
casi di emergenza, in quanto questa attività esplosiva 
richiede poi un lungo periodo di riposo per recuperare 
il debito di ossigeno. 

Gli alligatori e i coccodrilli, per esempio, sono normal- 
mente pigri e intorpiditi; quando sono provocati, però, 
sono in grado di caricare fulmineamente a colpi di 
coda. Questi momenti di attività esplosiva sono brevi 
e devono essere seguiti da lunghi periodi di recupero. 
I movimenti rapidi hanno bisogno della fermentazione 
lattica per produrre ATP nel muscolo scheletrico. Le ri- 
serve di glicogeno nel muscolo vengono rapidamente 
consumate durante l’attività muscolare intensa, quindi 
il lattato raggiunge livelli elevati nei miociti e nei liquidi 
extracellulari. Mentre un atleta allenato può recuperare 
in circa 30 minuti (o anche meno) lo sforzo di una corsa 
di 100 metri, a un alligatore sono necessarie anche di- 
verse ore di riposo e di consumo extra di ossigeno per 
eliminare l’eccesso di lattato nel sangue e rigenerare il 
glicogeno muscolare. 

Altri animali di grandi dimensioni, come l'elefante e il 
rinoceronte, hanno simili problemi metabolici, come 
pure i mammiferi marini, quali le balene e le foche. I 
dinosauri e altri enormi animali ormai estinti dipende- 
vano probabilmente dalla fermentazione lattica per la 
produzione di energia nell’attività muscolare e avevano 
bisogno di periodi di riposo molto lunghi, che li rendevano 


Anche se la conversione del glucosio in lattato richiede 
due tappe di ossidoriduzione, non vi è una variazione net- 
ta dello stato di ossidazione degli atomi di carbonio. Nel 
glucosio (CxH:0g) e nell’acido lattico (C3H0;) il rapporto 
H:C è lo stesso. Tuttavia, parte dell’energia della molecola 
del glucosio è stata estratta durante la conversione in lat- 
tato, in quantità sufficiente per formare due molecole di 
ATP per molecola di glucosio utilizzata. Con il termine fer- 
mentazione si intende ogni processo in cui viene estratta 
energia (sotto forma di ATP) senza consumo di ossigeno e 
in questo caso anche senza variazione della concentrazio- 
ne del NAD* e del NADH. Una grande varietà di micror- 
ganismi, molti dei quali occupano nicchie ecologiche spe- 
cifiche, è in grado di catalizzare processi fermentativi, che 
generano una quantità di prodotti finali, alcuni dei quali 
hanno trovato impieghi commerciali. 


e Letanoloèilprodotto della fermentazione alcolica 
Il lievito e altri microrganismi fermentano il glucosio a eta- 
nolo e CO,, invece che a lattato. Il glucosio è convertito in 
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vulnerabili all'attacco da parte di predatori più piccoli, ma 
meglio adattati all’uso dell’ossigeno per sostenere l’attività 
muscolare. 

Le esplorazioni nelle profondità marine ci hanno fatto 
conoscere molte specie animali che vivono negli abissi 
oceanici, dove la concentrazione di ossigeno è pratica- 
mente zero. Per esempio, il primitivo celacantide, un 
pesce di grandi dimensioni che vive a più di 4000 me- 
tri di profondità vicino alle coste del Sudafrica, ha un 
metabolismo quasi essenzialmente anaerobico in tutti 
i tessuti. Questo pesce converte i carboidrati, mediante 
un meccanismo anaerobico, in lattato e altri prodotti, la 
maggior parte dei quali viene poi escreta. Alcuni verte- 
brati marini fermentano il glucosio a etanolo e CO; per 
ottenere energia sotto forma di ATP. 


piruvato tramite la glicolisi, e il piruvato è convertito in 
etanolo e CO; in un processo in due fasi: 


5 (600) NADH +H* 
da 20 7 2 | us 
TPP, \ 
) (0) H 
| Mg?+_/ Y / \ j 
Cc=0 Cc — - CH; 
| piruvato | alcol | 
CH, decarbossilasi CHg deidrogenasi CHg 
Piruvato Acetaldeide Etanolo 


Nella prima fase, il piruvato viene decarbossilato in una 
reazione irreversibile catalizzata dalla piruvato decar- 
bossilasi. Questa reazione è una semplice decarbossila- 
zione e non comporta ossidazione del piruvato. La piru- 
vato decarbossilasi richiede Mg°*, e ha saldamente lega- 
to a sé il coenzima tiamina pirofosfato, come vedremo 
in seguito. In una seconda tappa, l’acetaldeide viene ri- 
dotta a etanolo a opera dell’alcol deidrogenasi, con l’in- 
tervento del NADH derivato dalla deidrogenazione del- 
la gliceraldeide 3-fosfato. Questa reazione è un esempio 
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Acetaldeide H, 


= 0-72 
Ve O Zn°* 
CH 
H 
Hi 4° Alcol 
| Q ne* deidrogenasi 


Lo Zn°* del sito attivo polarizza l'ossigeno 
carbonilico dell’acetaldeide, consentendo 

il trasferimento di uno ione idruro (in rosso) 
dal NADH. Lintermedio ridotto acquista un 
protone dal mezzo (in blu) per formare etanolo. 


40 
H 
“9 | 
| NH, + CHs_C_0H 
+2 
+ N H 
NAD 
R Etanolo 


Figura 1 4.14} MECCANISMO D'AZIONE La reazione 
catalizzata dall’alcol deidrogenasi. & Alcohol Dehydrogenase 
Mechanism 


ben caratterizzato di trasferimento dello ione idruro dal 
NADH (Figura 14.14). Fetanolo e la CO; sono quindi i pro- 
dotti terminali della fermentazione alcolica, la cui equa- 
zione netta è 


Glucosio + 2 ADP+2P, > 
2 etanolo + 2 CO; + 2 ATP + 2H,0 


Come nella fermentazione lattica, non vi è variazione 
nel rapporto tra gli atomi di idrogeno e quelli di carbo- 
nio quando il glucosio (rapporto H:C = 12/6 = 2) viene 
fermentato a due molecole di etanolo e due di CO; (rap- 
porto combinato H:C = 12/6 = 2). In tutte le fermenta- 
zioni il rapporto H:C dei reagenti e dei prodotti rimane 
lo stesso. 

La piruvato decarbossilasi è presente nel lievito Sac- 
charomyces cerevisiae e in tutti gli altri organismi che fer- 
mentano il glucosio a etanolo, comprese alcune piante. 
La CO; prodotta dalla piruvato decarbossilasi del lievito 
di birra è responsabile delle caratteristiche bollicine di 
questa bevanda. Lantica arte dei birrai sfrutta diverse al- 
tre reazioni enzimatiche, ovviamente oltre a quelle del- 
la fermentazione alcolica (Box 14.3). Nella panificazione 
la CO,, rilasciata dalla piruvato decarbossilasi quando il 
lievito viene mescolato con uno zucchero fermentabile, 
aumenta il volume dell’impasto. Lenzima è assente nei 
tessuti dei vertebrati e in altri organismi che fermentano 
il glucosio ad acido lattico. 

Lalcol deidrogenasi è presente in molti organismi che 
metabolizzano l’etanolo, compreso l’uomo. Nel fegato la 
deidrogenasi catalizza l'ossidazione dell’etanolo, inge- 
rito oppure prodotto dai microrganismi intestinali, con 
concomitante riduzione della trasformazione del NAD* 
a NADH. In questo caso la reazione procede in direzio- 
ne opposta a quella della produzione di etanolo tramite 
la fermentazione. 
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e Latiamina pirofosfato trasporta gruppi 
“acetaldeidici attivati” 


Nella reazione catalizzata dalla piruvato decar- 
Ea bossilasi incontriamo per la prima volta la tiami- 
na pirofosfato (TPP) (Figura 14.15), un coenzi- 
ma che deriva dalla vitamina B,. La carenza di vitamina Bj 
nella dieta umana porta a una condizione nota come beri 
beri, caratterizzata dall’accumulo di liquidi (edema), do- 
lore, paralisi, e che può anche condurre alla morte. © 
La tiamina pirofosfato svolge un ruolo importante nel- 
la rottura dei legami adiacenti ai gruppi carbonilici, come 
la decarbossilazione degli a-chetoacidi e i riarrangiamenti 
chimici in cui un gruppo acetaldeidico attivato viene tra- 
sferito da un atomo di carbonio a un altro (Tabella 14.1). 
La parte funzionale della tiamina pirofosfato, l'anello tia- 
zolico, possiede un protone relativamente acido nell’ato- 
mo C-2. Il distacco di questo protone produce un carba- 
nione, che è la specie attiva nelle reazioni TPP-dipendenti 
(Figura 14.15). Il carbanione si lega facilmente ai gruppi 
carbonilici, mentre l'anello tiazolico viene posizionato in 
modo da fungere da “trappola per gli elettroni”, che facili- 
ta reazioni come la decarbossilazione catalizzata dalla pi- 
ruvato decarbossilasi. 


e Lefermentazioni vengono usate per produrre sostanze 
alimentari di interesse industriale 

Già migliaia di anni fa i nostri avi sapevano come utilizzare 
le fermentazioni per produrre e conservare i cibi. Alcuni 
microrganismi presenti nelle preparazioni alimentari grez- 
ze fermentano i carboidrati e generano prodotti metaboli- 
ci che conferiscono agli alimenti la loro caratteristica for- 
ma, consistenza e sapore. Lo yogurt, noto fin dai tempi bi- 
blici, si ottiene quando il batterio Lactobacillus bulgaricus 
fermenta i carboidrati del latte, producendo acido lattico. 
La diminuzione del pH fa precipitare le proteine, confe- 
rendo allo yogurt la caratteristica consistenza e il sapore 
acido, se non viene dolcificato. Un altro batterio, il Propio- 
nibacterium freudenreichii, fermenta il latte per produrre 
acido propionico e CO;; l'acido propionico precipita le pro- 
teine, mentre le bolle di CO; producono i buchi caratteri- 
stici del formaggio svizzero. Molti altri prodotti alimentari 
sono il risultato di fermentazioni: sottaceti, crauti, insacca- 
ti, salsa di soia, e vari cibi nazionali caratteristici, come il 
kimchi (Corea), il tempoyak (Indonesia), il kefir (Russia), 
il dahi (India) e il pozol (Messico). La diminuzione del pH 
che accompagna la fermentazione contribuisce a conser- 
vare gli alimenti, perché la maggioranza dei microrgani- 
smi che alterano gli alimenti non cresce a pH bassi. I sot- 
toprodotti della lavorazione agricola vengono conservati 
per essere utilizzati per l'alimentazione animale in grossi 
contenitori (silos) con accesso limitato d’aria. La fermen- 
tazione produce acidi, che abbassano il pH. Il foraggio che 
si ottiene da tali processi di fermentazione può essere uti- 
lizzato per l'alimentazione animale per lunghi periodi sen- 
za subire alterazioni. 

Nel 1910 Chaim Weizmann (in seguito diventato il pri- 
mo presidente di Israele) scoprì che il batterio Clostridium 
acetobutyricum fermentava l’amido a butanolo e acetone. 
La scoperta aprì la strada allo sviluppo delle fermentazio- 
ni industriali, in cui materiali grezzi facilmente reperibili 
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Box 14.3 La fermentazione alcolica: preparazione della birra e dei biocombustibili 


La preparazione della birra è un’arte nota fin dall’inizio 
della storia dell'umanità, poi perfezionata per la pro- 
duzione su larga scala. I birrai preparano la birra per 
fermentazione alcolica dei carboidrati presenti nei semi 
dei cereali, come l’orzo, catalizzata dagli enzimi glicolitici 
del lievito. I carboidrati, per la maggior parte polisac- 
caridi, vengono prima degradati a disaccaridi e mono- 
saccaridi. In un processo chiamato maltazione i semi di 
orzo vengono fatti germinare, finché generano gli enzimi 
idrolitici necessari per demolire i loro polisaccaridi. A 
questo punto la germinazione viene interrotta mediante 
riscaldamento. Il prodotto che si ottiene è detto malto e 
contiene gli enzimi che catalizzano l’idrolisi dei legami 
B glicosidici della cellulosa e di altri polisaccaridi delle 
pareti cellulari della pula dell’orzo, insieme a enzimi quali 
l’a-amilasi e la maltasi. 

In seguito il birraio prepara il mosto di malto, la so- 
spensione in cui avverrà la fermentazione a opera delle 
cellule del lievito. Il malto viene mescolato con acqua, 
poi schiacciato e frantumato. Ciò consente agli enzimi 
formatisi durante il processo di maltazione di entrare 
in contatto e di agire sui polisaccaridi del cereale, for- 
mando maltosio, glucosio e altri zuccheri semplici, solu- 
bili nel mezzo acquoso. La parte restante del materiale 
cellulare viene separata, e il mosto liquido viene bollito 
col luppolo, che fornisce il giusto aroma. Il mosto viene 
raffreddato e aerato. 

A questo punto si aggiunge il lievito. Nel mosto aerobico 
il lievito cresce e si riproduce molto rapidamente, uti- 
lizzando l'energia degli zuccheri disponibili. In questa 
fase non si produce etanolo perché il lievito, ben ossi- 
genato, ossida il piruvato formato dalla glicolisi a CO; e 
H;0 utilizzando il ciclo dell’acido citrico. Quando tutto 
l’ossigeno sciolto nel tino del mosto è stato consumato, 
le cellule del lievito passano al metabolismo anaerobico 
e fermentano gli zuccheri a etanolo e CO). Il processo 
della fermentazione è controllato in parte dalla concen- 
trazione dell’etanolo prodotto, dal pH e dalla quantità di 
zucchero rimasta nel mosto. Dopo che la fermentazione è 
stata bloccata, le cellule vengono rimosse e la birra grezza 
è pronta per il processo finale. 

Nella fase finale della preparazione la quantità di schiuma 
(o “testa”), dovuta sostanzialmente alle proteine disciolte, 
viene accuratamente controllata. Normalmente a questo 
scopo sono usati enzimi proteolitici, liberati dallo stesso 


e ricchi di carboidrati (per esempio l’amido di granturco o 
le melasse) vengono aggiunti a colture pure di uno speci- 
fico microrganismo, che fermentando dà origine a un pro- 
dotto di maggior valore commerciale. etanolo usato per 
produrre la miscela benzina-alcol è ottenuto per fermenta- 
zione microbica, come pure gli acidi formico, acetico, pro- 
pionico, butirrico e succinico, e ancora il glicerolo, il me- 
tanolo, l’isopropanolo, il butanolo e il butanediolo. Le fer- 
mentazioni in genere avvengono in grandi recipienti chiu- 
si, nei quali la temperatura e l’accesso dell’aria sono con- 
trollati per favorire la moltiplicazione del microrganismo 


processo di maltazione. Se questi enzimi agiscono sulle 
proteine troppo a lungo, la birra avrà poca schiuma; se 
invece essi non agiscono per un tempo sufficiente, la birra 
una volta raffreddata non sarà chiara. Talvolta vengono 
aggiunti enzimi proteolitici da altre fonti, per controllare 
la quantità di schiuma. 

Gran parte della tecnologia sviluppata su larga scala per 
la produzione di bevande alcoliche oggi trova applica- 
zione per risolvere un problema completamente diverso: 
la produzione di etanolo come combustibile rinnovabile. 
Con la continua diminuzione delle scorte di combustibili 
fossili e il continuo aumento del costo del carburante 
necessario per il funzionamento dei motori a combu- 
stione interna, sta sempre più aumentando l’interesse 
per l’uso dell’etanolo come sostituto dei combustibili 
fossili. Il vantaggio principale dell’etanolo è dato dalla 
possibilità di produrlo a partire da fonti relativamente 
poco costose e rinnovabili, ricche di saccarosio, amido o 
cellulosa: l’amido dal granturco o dal grano, il saccarosio 
dalla canna da zucchero, la cellulosa dalla paglia e dagli 
scarti dell’industria forestale o dai rifiuti solidi urbani. 
Di norma il materiale grezzo viene prima convertito chi- 
micamente in monosaccaridi, quindi aggiunto a ceppi di 
lievito in grandi fermentatori industriali (Figura 1). La 
fermentazione non solo permette di ottenere etanolo 
come combustibile, ma anche prodotti collaterali, come 
proteine che possono essere usate per nutrire gli animali. 


Figura 1 La fermentazione su scala industriale per la produzione 
di biocarburanti e di altri derivati viene effettuata in serbatoi che 
possono contenere migliaia di litri di mezzo di coltura. 


desiderato e impedire la contaminazione da parte di altri 
organismi. Il vantaggio delle fermentazioni industriali sta 
nel fatto che trasformazioni chimiche complicate, che ri- 
chiedono molti passaggi, vengono effettuate con alte rese, 
e con pochi prodotti collaterali, da agenti che si riproduco- 
no, cioè le cellule batteriche. In alcuni casi di fermentazio- 
ne industriale i batteri vengono immobilizzati su supporti 
inerti, e il materiale di partenza da fermentare viene fat- 
to passare attraverso un letto di cellule immobilizzate per 
poi raccogliere il prodotto desiderato nel liquido effluen- 
te. Un capolavoro di ingegneria! 
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BM Tabella 14.1 Alcune reazioni TPP-dipendenti 


Enzima Via metabolica 
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Legame rotto Legame formato 


Piruvato decarbossilasi Fermentazione alcolica 
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Figura 14.15 d MECCANISMO D'AZIONE 

La tiamina pirofosfato (TPP) e il suo ruolo nella 
decarbossilazione del piruvato. (a) La TPP è la 
forma coenzimatica della vitamina B, (tiamina). 
L'atomo di carbonio reattivo dell'anello tiazolico 
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SOMMARIO 14.3 
Il destino del piruvato in condizioni 
anaerobiche: la fermentazione 

© Il NADH che si forma durante la glicolisi deve essere 
riciclato per rigenerare il NAD*, necessario come ac- 
cettore di elettroni nella prima reazione della fase di 
recupero energetico della via metabolica. In condizio- 
ni aerobiche, gli elettroni vengono trasferiti dal NADH 
all’O; per mezzo della respirazione mitocondriale. 

* In condizioni anaerobiche o ipossiche, molti organismi 
rigenerano il NAD* trasferendo gli elettroni dal NADH 
al piruvato, formando lattato. Altri organismi, come il 
lievito, rigenerano il NAD* riducendo il piruvato a eta- 
nolo e CO.. In questi processi anaerobici (fermentazio- 
ni) non c’è ossidazione o riduzione netta degli atomi di 
carbonio del glucosio. 

e Diversi microrganismi possono fermentare gli zuccheri 
presenti nei cibi freschi. Ne risulta una variazione del 
pH, del gusto e della consistenza, e aumenta la pos- 
sibilità di conservare i prodotti per tempi lunghi. Le 
fermentazioni possono essere utilizzate nell’industria 
per produrre una grande varietà di composti organici a 
partire da materiale di partenza a basso costo. 


La gluconeogenesi 


Il ruolo insostituibile del glucosio nel metabolismo risale 
agli esordi dell’evoluzione, e ancora oggi questo zucchero 
rimane il carburante e il materiale da costruzione presso- 
ché universale negli organismi attuali, dai microbi agli es- 
seri umani. Nei mammiferi, alcuni tessuti dipendono qua- 
si completamente dal glucosio per l’approvvigionamento 
di energia metabolica. Per il cervello e il sistema nervoso 
dell’uomo, come per gli eritrociti, i testicoli, la parte mi- 
dollare del rene e i tessuti embrionali, il glucosio presen- 
te nel sangue è la sola o la principale sostanza nutriente. 
Il solo cervello consuma circa 120 grammi di glucosio al 
giorno, più della metà di tutto il glucosio immagazzinato 
come glicogeno nella muscolatura e nel fegato. Non sem- 
pre la quantità di glucosio fornito da queste riserve è suf- 
ficiente al fabbisogno dell'organismo; tra i pasti e durante 
gli esercizi fisici più lunghi, o più impegnativi, il glicogeno 
viene consumato. In queste occasioni per gli organismi è 
necessario un modo per sintetizzare il glucosio da precur- 
sori non glucidici. La formazione di glucosio da precursori 
non saccaridici è chiamata gluconeogenesi (“nuova for- 
mazione di zucchero”); questo processo utilizza il piruva- 
to ei composti a 3 o 4 atomi di carbonio a esso correlati. 
La gluconeogenesi avviene in tutti gli animali, piante, 
funghi e microrganismi. Le reazioni sono sostanzialmente 
le stesse in tutti i tessuti e in tutte le specie. Negli anima- 
li i precursori del glucosio sono i composti a tre atomi di 
carbonio come il lattato, il piruvato e il glicerolo, oltre ad 
alcuni amminoacidi (Figura 14.16). Negli animali superio- 
ri la gluconeogenesi avviene prevalentemente nel fegato 
e in piccola parte nella corteccia renale e nelle cellule epi- 
teliali che circondano il lume dell’intestino tenue; il glu- 
cosio prodotto passa poi nel sangue per rifornire gli altri 
tessuti. Dopo un esercizio intenso il lattato prodotto dalla 
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Figura 14.16 Sintesi dei carboidrati da precursori semplici. 
La via dal fosfoenolpiruvato al glucosio 6-fosfato è comune alle vie 
di biosintesi percorse da molti differenti precursori dei carboidrati 
negli animali e nelle piante. La via dal piruvato al fosfoenolpiruvato 
passa attraverso l'ossalacetato, un intermedio del ciclo dell'acido 
citrico, che discuteremo nel Capitolo 16. Ogni composto che può 
essere convertito in piruvato o in ossalacetato può quindi essere 
un precursore idoneo della gluconeogenesi. Questi composti 
comprendono anche l'alanina e l'aspartato, che possono essere 
convertiti rispettivamente in piruvato e ossalacetato; anche altri 
amminoacidi possono generare frammenti a tre o quattro atomi di 
carbonio utilizzabili per la sintesi del glucosio, e per questo sono 
chiamati amminoacidi glucogenici (Vedi la Tabella 14.4; vedi anche 
la Figura 18.15). Le piante e i batteri fotosintetici sono in grado di 
convertire la CO, in carboidrati utilizzando il ciclo del gliossilato (vedi 
la Sezione 20.1). 


glicolisi anaerobica nei muscoli scheletrici ritorna al fega- 
to per essere convertito in glucosio, che viene trasferito di 
nuovo al muscolo, dove viene convertito in glicogeno: un 
percorso ciclico chiamato ciclo di Cori (vedi il Box 14.2 e 
la Figura 23.19). Nelle piante giovani, i grassi di riserva e 
le proteine sono convertiti, attraverso vie metaboliche che 
comprendono la gluconeogenesi, nel disaccaride saccaro- 
sio, che viene trasportato in tutta la pianta in sviluppo. Il 
glucosio e i suoi derivati sono precursori biosintetici del- 
le pareti cellulari delle piante, dei nucleotidi, dei coenzi- 
mi e di un gran numero di altri metaboliti essenziali. Mol- 
ti microrganismi sono in grado di crescere usando soltan- 
to composti organici semplici come l’acetato, il lattato e il 
propionato, che vengono poi convertiti in glucosio dalla 
gluconeogenesi. 
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Anche se le reazioni della gluconeogenesi sono le stes- 
se in tutti gli organismi, il contesto metabolico e la regola- 
zione della via differiscono da organismo a organismo, da 
tessuto a tessuto. In questo paragrafo ci occuperemo del- 
la gluconeogenesi che avviene nel fegato dei mammiferi. 
Nel Capitolo 20 vedremo come gli organismi fotosinteti- 
ci usino questa via per convertire i prodotti primari della 
fotosintesi in glucosio, che viene poi immagazzinato sotto 
forma di saccarosio o di amido. 

La gluconeogenesi e la glicolisi non sono vie metaboli- 
che identiche percorse in direzioni opposte, anche se con- 
dividono diverse tappe (Figura 14.17). Sette delle dieci rea- 
zioni enzimatiche della gluconeogenesi sono reazioni della 
glicolisi che avvengono nella direzione opposta. Tre rea- 
zioni della glicolisi sono però essenzialmente irreversibili 
in vivo e non sono utilizzabili nella gluconeogenesi: la con- 
versione del glucosio in glucosio 6-fosfato da parte dell’e- 
sochinasi, la fosforilazione del fruttosio 6-fosfato a frut- 
tosio 1,6-bisfosfato da parte della fosfofruttochinasi-1 e 
la conversione del fosfoenolpiruvato in piruvato da parte 
della piruvato chinasi (Figura 14.17). Nelle cellule queste 
tre reazioni hanno una variazione dell'energia libera, AG, 
fortemente negativa, mentre le altre sette reazioni hanno 
un valore di AG vicino a zero (Tabella 14.2). Nella gluco- 
neogenesi, queste tre tappe sono superate mediante un 
diverso gruppo di enzimi, che catalizzano reazioni suffi- 
cientemente esoergoniche da essere ugualmente irrever- 
sibili nella direzione della sintesi del glucosio. Pertanto sia 
la glicolisi sia la gluconeogenesi sono processi irreversibi- 
li nelle condizioni cellulari. Negli animali entrambe le vie 
sono per la maggior parte nel citosol, e necessitano di una 
regolazione reciproca e coordinata. Le due vie metaboli- 
che sono regolate indipendentemente l’una dall’altra, tra- 
mite controlli esercitati sulle reazioni che appartengono 
specificamente a ognuna di esse. 

Cominciamo analizzando le tre reazioni di deviazio- 
ne della gluconeogenesi. (Si tenga presente che il termine 
“deviazione” si riferisce al superamento delle reazioni gli- 
colitiche irreversibili.) 


e Laconversione del piruvato in fosfoenolpiruvato 

richiede due reazioni esoergoniche 
La prima delle reazioni di “deviazione” della gluconeo- 
genesi è la conversione del piruvato in fosfoenolpiruva- 
to (PEP). Questa reazione non può avvenire per semplice 
inversione della reazione della piruvato chinasi nella gli- 
colisi (pagina 570), in quanto la sua variazione di energia 
libera è molto negativa, per cui è irreversibile nelle condi- 
zioni intracellulari (Tabella 14.2, tappa ©). La fosforilazio- 
ne del piruvato avviene tramite una serie di reazioni che 
negli eucarioti richiede l’intervento di enzimi citosolici e 
mitocondriali. Come vedremo, la via mostrata nella Figu- 
ra 14.17 che descriveremo poi in dettaglio, è una delle due 
che portano dal piruvato al PEP Questa è la via predomi- 
nante quando il piruvato o l’alanina sono i precursori glu- 
coneogenetici. Una seconda via, che verrà descritta in se- 
guito, predomina invece quando il lattato è il precursore 
della via gluconeogenetica. 

Il piruvato viene prima trasferito dal citosol ai mitocon- 
dri, oppure viene generato direttamente dall’alanina all’in- 
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Figura 14.17 Confronto fra le reazioni della glicolisi e della 
gluconeogenesi nel fegato di ratto. Le reazioni della glicolisi 

sono illustrate a sinistra in rosso, quelle corrispondenti della via 
gluconeogenetica a destra in blu. Sono mostrati anche i principali siti 
di regolazione della gluconeogenesi che verranno descritti più avanti 
in questo capitolo e dettagliatamente nel Capitolo 15. La Figura 
14.20 illustra una via alternativa per la produzione di ossalacetato nei 
mitocondri. 


terno dei mitocondri per transamminazione, una reazio- 
ne in cui il gruppo a-amminico viene trasferito dall’alani- 
na (con formazione del piruvato) a un acido a-chetoacido 
(le transamminazioni verranno discusse in dettaglio nel 
Capitolo 18). Quindi la piruvato carbossilasi, un enzima 
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BM Tabella 14.2 Variazioni dell'energia libera delle reazioni glicolitiche negli eritrociti 


Reazione glicolitica 


AG'° (kJ/mole) AG (kJ/mole) 


© Glucosio + ATP—> glucosio 6-fosfato + ADP -16,7 -33,4 

@ Glucosio 6-fosfato = fruttosio 6-fosfato 1,7 da0a25 
@ Fruttosio 6-fosfato + ATP — fruttosio 1,6-bisfosfato + ADP =14;2 -22,2 

© Fruttosio 1,6-bisfosfato = diidrossiacetone fosfato + gliceraldeide 3-fosfato 23,8 da-6a0 
GB  Diidrossiacetone fosfato — gliceraldeide 3-fosfato 7,5 da0a4 
@ Gliceraldeide 3-fosfato + P, + NAD* = 1,3-bisfosfoglicerato + NADH + H* 6,3 da-2a2 
@ 13-Bisfosfoglicerato + ADP = 3-fosfoglicerato + ATP -18,8 da0 a2 
© 3-Fosfoglicerato = 2-fosfoglicerato 44 da0a0,8 
(9) 2-Fosfoglicerato == fosfoenolpiruvato + H30 7,5 da 0 a 3,3 
(10) Fosfoenolpiruvato + ADP — piruvato + ATP -31,4 -16,7 


Nota: AG”° è la variazione di energia libera standard, definita nel Capitolo 13 (pp. 522-523). AG è la variazione di energia libera, calcolata dalle concentrazioni degli in- 
termedi glicolitici presenti in condizioni fisiologiche negli eritrociti, a pH 7. Le reazioni glicolitiche superate dalla gluconeogenesi mediante deviazioni sono riportate in 
rosso. Le equazioni biochimiche non sono necessariamente bilanciate per quanto riguarda gli H o le cariche (p. 532). 


mitocondriale che richiede il coenzima biotina, converte 
il piruvato in ossalacetato (Figura 14.18): 


Piruvato + HCO; + ATP—— ossalacetato + ADP + P; 
(14.4) 


La reazione di carbossilazione coinvolge la biotina come 
trasportatore del bicarbonato attivato, come è mostrato 
nella Figura 14.19. Il meccanismo della reazione è riporta- 
to nella Figura 16.17 (Si noti che ’HCO; si forma per io- 
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nizzazione dell’acido carbonico formato dalla CO, + H;0). 
PHCO; viene fosforilato dall’ATP con formazione di un’a- 
nidride mista (un carbossifosfato). Quindi la biotina ri- 
muove il fosfato, formando la carbossibiotina. 

La piruvato carbossilasi è il primo enzima regolatore 
della via gluconeogenetica e richiede acetil-CoA come ef- 
fettore allosterico positivo. (Iacetil-CoA è prodotto dall’os- 
sidazione degli acidi grassi, vedi il Capitolo 17 e il suo ac- 
cumulo segnala la disponibilità di acidi grassi come com- 
bustibili.) Come vedremo nel Capitolo 16 (vedi la Figura 
16.16), la reazione piruvato carbossilasica può fornire in- 
termedi a un’altra via metabolica centrale, il ciclo dell’a- 
cido citrico. 

Poiché la membrana mitocondriale non ha trasporta- 
tori per l’ossalacetato, prima di essere esportato nel cito- 
sol l’ossalacetato formato dal piruvato deve essere ridot- 
to a malato dalla malato deidrogenasi mitocondriale a 
spese del NADH: 


Ossalacetato + NADH +H' — 1-malato + NAD' (14.5) 


La variazione di energia libera standard di questa reazione 
è abbastanza elevata, ma nelle condizioni fisiologiche (cioè 
quando la concentrazione di ossalacetato è molto bassa) 
AG = 0e quindi la reazione è prontamente reversibile. 
La malato deidrogenasi mitocondriale funziona sia nella 
gluconeogenesi che nel ciclo dell’acido citrico, anche se il 
flusso dei metaboliti nei due processi ha direzioni opposte. 
Il malato esce dal mitocondrio mediante un traspor- 
tatore specifico localizzato sulla membrana mitocondria- 
le interna (vedi la Figura 19.31) e nel citosol viene riossi- 
dato a ossalacetato, con produzione di NADH citosolico: 


Malato + NAD' — ossalacetato + NADH +H* (14.6) 


Figura 14.18 Sintesi del fosfoenolpiruvato da piruvato. 

(a) Nei mitocondri il piruvato viene convertito in ossalacetato in una 
reazione biotina-dipendente catalizzata dalla piruvato carbossilasi. 
(b) Nel citosol l'ossalacetato è trasformato in fosfoenolpiruvato dalla 
PEP carbossichinasi. La CO, fissata nella reazione della piruvato 
carbossilasi viene di nuovo rilasciata. La decarbossilazione porta a 
un riarrangiamento elettronico, che facilita l'attacco dell'ossigeno 
carbonilico del piruvato sul gruppo fosforico y del GTP. 
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Figura 14.19 Ruolo della biotina nella reazione della piruvato 
carbossilasi. Il cofattore biotina è legato covalentemente all'enzima 
tramite un legame ammidico al gruppo e-ammino di un residuo 

di lisina, formando così un biotinil-enzima. La reazione avviene in 
due fasi e in due siti diversi dell'enzima. Nel sito catalitico1 lo ione 
bicarbonato viene convertito in CO,, a spese dell'ATP. Quindi la CO, 
reagisce con la biotina, formando il carbossibiotinil-enzima. Il lungo 
braccio formato dalla biotina e dalla catena laterale della lisina 
trasferisce la CO, del carbossibiotinil-enzima al sito catalitico 2 sulla 


Lossalacetato è poi convertito in PEP dalla fosfoenolpi- 
ruvato carbossichinasi (Figura 14.18). Questo enzima 
Mg°*-dipendente richiede GTP come donatore del grup- 
po fosforico: 


Ossalacetato + GTP —> PEP + CO, + GDP (14.7) 


La reazione è reversibile nelle condizioni intracellulari. 
La formazione di un composto con un elevato contenuto 
energetico (PEP) è bilanciata dall’idrolisi di un altro com- 
posto ad alta energia, il GTP. 

La reazione complessiva per questa serie di reazioni 
(dalla Equazione 14.4 alla 14.17), che possono essere con- 
siderate una deviazione della via glicolitica, è 


Piruvato + ATP + GTP + HCO; — 
PEP + ADP + GDP + P;+CO; (14.8) 
AG'° = 0,9 kJ/mole 


Per fosforilare la molecola di piruvato a PEP sono neces- 
sari due gruppi fosforici ad alta energia (uno dell'ATP e 
uno del GTP), che in condizioni standard rendono ciascu- 
no 50 kJ/mole. Invece, quando nella glicolisi il PEP viene 
convertito in piruvato, viene generata una sola molecola di 
ATP da ADP La variazione di energia libera standard (AG'°) 
della reazione a due passaggi che porta alla formazione di 
PEP è 0,9 kJ/mole, ma la variazione di energia libera rea- 
le (AG), calcolata misurando le concentrazioni intracel- 
lulari dei vari intermedi, è molto negativa, con un valore 
di —25 kJ/mole. Ciò accade in quanto il PEP viene rapi- 
damente consumato in altre reazioni e quindi la sua con- 
centrazione rimane sempre bassa. Di conseguenza nella 
cellula questa reazione è irreversibile. 

Si noti che la CO; persa nella reazione della PEP car- 
bossichinasi è la stessa molecola che era stata aggiunta al 
piruvato nella reazione della piruvato carbossilasi (Figu- 
ra 14.18b). Questa sequenza di reazioni di carbossilazione- 
decarbossilazione rappresenta un sistema di “attivazione” 
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superficie dell'enzima, dove la CO, viene rilasciata e reagisce col 
piruvato, formando l'ossalacetato e rigenerando il biotinil-enzima. 

La funzione dei bracci flessibili nel trasporto di intermedi di reazione 
nei siti attivi degli enzimi è descritta nella Figura 16.18, mentre 

il meccanismo dettagliato della reazione piruvato carbossilasica 

è descritto nella Figura 16.17. Meccanismi di reazione simili si 
riscontrano in altre reazioni di carbossilazione biotina-dipendenti, 
come quelle catalizzate dalla propionil-CoA carbossilasi (vedi la Figura 
17.12) e dall'acetil-CoA carbossilasi (vedi la Figura 21.1). 


del piruvato, in quanto la decarbossilazione dell’ossalace- 
tato facilita la formazione di PEP. Nel Capitolo 21 vedre- 
mo che un sistema di attivazione simile viene usato per 
attivare l’acetil-CoA nella biosintesi degli acidi grassi (ve- 
di la Figura 21.1). 

Il fatto che alcune di queste reazioni avvengano nei mi- 
tocondri non è certo casuale. Il rapporto [NADH]/[NAD*] 
nel citosol è di 8 X 1074, circa 10° volte più basso di quel- 
lo nei mitocondri. Poiché il NADH viene consumato dalla 
gluconeogenesi (nella conversione dell’1,3-bisfosfoglice- 
rato a gliceraldeide 3-fosfato; Figura 14.17), la biosintesi 
del glucosio non può procedere se non è continuamente 
disponibile NADH. Il trasporto del malato dai mitocondri 
al citosol e la sua riconversione in ossalacetato hanno co- 
me effetto anche lo spostamento di equivalenti riducenti 
nel citosol sotto forma di NADH, cioè nel compartimen- 
to cellulare in cui questo composto tende a scarseggiare. 
Durante la gluconeogenesi la produzione e il consumo di 
NADH nel citosol sono accuratamente bilanciati dalla via 
che da piruvato arriva al PEP. 

Una seconda “deviazione” piruvato + PEP diventa pre- 
dominante quando il precursore della gluconeogenesi è il 
lattato (Figura 14.20). In questa via viene utilizzato il lat- 
tato prodotto dalla glicolisi negli eritrociti o nel muscolo, 
in particolare nei vertebrati di grandi dimensioni dopo un 
esercizio fisico prolungato (vedi il Box 14.2). La conversio- 
ne del lattato in piruvato nel citosol degli epatociti genera 
NADH, e quindi non è più necessaria l'esportazione di ma- 
lato dai mitocondri. Il piruvato prodotto nella reazione del- 
la lattato deidrogenasi viene trasportato all’interno dei mi- 
tocondri, dove viene trasformato in ossalacetato dalla piru- 
vato carbossilasi, come sopra descritto. Lossalacetato viene 
convertito in PEP direttamente nei mitocondri a opera di 
una forma mitocondriale di PEP carbossichinasi. Il prodot- 
to di questa reazione esce dai mitocondri per entrare nella 
via gluconeogenetica. Le forme citosolica e mitocondriale 
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Figura 14.20 Vie alternative da piruvato a fosfoenolpiruvato. 
L'importanza delle due vie dipende dalla disponibilità di lattato o di 
piruvato e dalla necessità di disporre di NADH per la gluconeogenesi. 
La via a destra predomina quando il precursore è il lattato in quanto 
il NADH viene generato dalle reazioni della lattato deidrogenasi e 
non deve essere trasportato al di fuori dei mitocondri (vedi il testo). 
Le richieste di ATP per la piruvato carbossilasi e di GTP per la PEP 
carbossichinasi (vedi la Figura 14.17) sono state omesse per una 
maggiore chiarezza. 


di PEP carbossichinasi sono codificate da geni nucleari di- 
versi; questo è un altro esempio di enzimi distinti che, pur 
catalizzando la stessa reazione, hanno localizzazioni cellu- 
lari e forme metaboliche diverse (si ricordino la funzione e 
le proprietà degli isozimi dell’esochinasi). 


e Laseconda deviazione è la conversione del fruttosio 
1,6-bisfosfato in fruttosio 6-fosfato 

La seconda reazione della sequenza glicolitica che non 
partecipa alla gluconeogenesi è la fosforilazione del frut- 
tosio 6-fosfato catalizzata dalla fosfofruttochinasi-1 (Ta- 
bella 14.2, tappa @). Dato che nella cellula questa reazio- 
ne è altamente esoergonica e quindi irreversibile, la for- 
mazione di fruttosio 6-fosfato da fruttosio 1,6-bisfosfato 
(Figura 14.17) è catalizzata da un altro enzima, Mg? *-di- 
pendente, la fruttosio 1,6-bisfosfatasi (FBPasi-1), che 
promuove l’idrolisi essenzialmente irreversibile del grup- 
po fosforico sull’atomo C-1 (non il trasferimento del grup- 
po fosforico all’ADP): 


Fruttosio 1,6-bisfosfato + H,0 —— fruttosio 6-fosfato + P; 
AG'° = — 16,3 kJ/mole 
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La FBPasi-1 viene così chiamata per distinguerla da un al- 
tro enzima simile (FBPasi-2), che ha funzioni regolatorie 
e che verrà discusso nel Capitolo 15. 


e Laterza deviazione è la conversione del glucosio 6-fosfato 
in glucosio 

La terza deviazione è la reazione finale della gluconeoge- 
nesi, la defosforilazione del glucosio 6-fosfato a glucosio 
libero (Figura 14.17). La reazione inversa dell’esochina- 
si (pagina 564) richiederebbe il trasferimento del gruppo 
fosforico dal glucosio 6-fosfato all’ADP, con formazione di 
ATP, una reazione sfavorevole sotto l’aspetto energetico 
(Tabella 14.2, tappa ©). La reazione catalizzata dall’enzi- 
ma glucosio 6-fosfatasi non richiede la sintesi di ATP; es- 
sa è semplicemente l’idrolisi di un estere fosforico: 


Glucosio 6-fosfato +H,0 — glucosio + P; 
AG'° = —13,8 KJ/mole 


Questo enzima, la cui attività dipende dalla presenza di io- 
ni Mg°*, si trova nel lume del reticolo endoplasmatico de- 
gli epatociti e delle cellule renali ed epiteliali dell’intestino 
tenue (vedi la Figura 15.30), ma non è presente negli altri 
tessuti che non possono quindi rifornire il sangue di glu- 
cosio. Se questi altri tessuti possedessero la glucosio 6-fo- 
sfatasi, idrolizzerebbero il glucosio 6-fosfato necessario in- 
vece per la glicolisi. Il glucosio prodotto dalla gluconeoge- 
nesi nel fegato o nei reni oppure ingerito con la dieta viene 
trasportato al muscolo e al cervello dal flusso sanguigno. 


e  Lagluconeogenesi è energeticamente dispendiosa, ma 
essenziale 

La somma delle reazioni biosintetiche che portano dal pi- 

ruvato al glucosio libero (Tabella 14.3) è: 


2 Piruvato + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + 2H' +4H,0 —> 
glucosio + 4 ADP + 2 GDP + 6P;+ 2 NAD* (14.9) 


Per ogni molecola di glucosio che si forma dal piruvato 
vengono consumati sei legami fosforici ad alta energia, 
quattro dell’ATP e due del GTP. Sono inoltre necessarie 
due molecole di NADH per la riduzione di due moleco- 
le di 1,3-bisfosfoglicerato. Questa equazione complessiva 
(Equazione 14.9) non è semplicemente l’inverso dell’equa- 
zione di conversione del glucosio in piruvato della glicolisi, 
che richiederebbe solo due molecole di ATP: 


Glucosio + 2 ADP + 2 NAD' + 2P; > 
2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2H* + 2 H;0 


Quindi, la biosintesi di glucosio a partire dal piruvato è un 
processo relativamente dispendioso. Molta dell'energia li- 
bera necessaria viene spesa per rendere la gluconeogenesi 
un processo irreversibile. Nelle condizioni intracellulari la 
variazione di energia libera complessiva della glicolisi è di 
circa — 63 kJ/mole. Nelle stesse condizioni intracellulari 
la variazione di energia libera nella gluconeogenesi è — 16 
kJ/mole. In sostanza, sia la glicolisi sia la gluconeogenesi 
sono processi irreversibili nelle condizioni esistenti nel- 
la cellula. Un secondo vantaggio che deriva dall’investire 
energia nella conversione del piruvato in glucosio consi- 
ste nel fatto che, se il piruvato fosse stato invece escreto, il 
suo considerevole potenziale per la produzione di ATP at- 
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MI Tabella 14.3 La sequenza di reazioni della gluconeogenesi, partendo dal piruvato 


Piruvato + HCO; + ATP— ossalacetato + ADP + P; 
Ossalacetato + GTP == fosfoenolpiruvato + CO, + GDP 
Fosfoenolpiruvato + H,0 == 2-fosfoglicerato 
2-Fosfoglicerato ==> 3-fosfoglicerato 


3-Fosfoglicerato + ATP == 1,3-bisfosfoglicerato + ADP 


1,3-Bisfosfoglicerato + NADH + H* — gliceraldeide 3-fosfato + NAD* + P; 


Gliceraldeide 3-fosfato — diidrossiacetone fosfato 


Ka 
X 2 
X 2 
X 2 
Xx 2 
X 2 


Gliceraldeide 3-fosfato + diidrossiacetone fosfato — fruttosio 1,6-bisfosfato 


Fruttosio 1,6-bisfosfato + H,0 — fruttosio 6-fosfato + P; 
Fruttosio 6-fosfato == glucosio 6-fosfato 


Glucosio 6-fosfato + H,0 — glucosio + P; 


Somma: 2 Piruvato + 4 ATP + 2 GTP + 2 NADH + 2 H* + 4H,0 — glucosio + 4 ADP + 2 GDP + 6 P; + 2 NAD* 


Nota: le reazioni di deviazione sono in rosso; tutte le altre sono tappe reversibili della glicolisi. I numeri sulla destra indicano che la reazione avviene due volte, in quan- 
to sono necessari due precursori a tre atomi di carbonio per sintetizzare una molecola di glucosio. Si noti che le reazioni necessarie a rimpiazzare il NADH citosolico con- 
sumato nella reazione della gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi (la conversione del lattato in piruvato o il trasporto di equivalenti riducenti dai mitocondri sotto forma 
di malato) non sono considerate in questa tabella. Le equazioni biochimiche non sono necessariamente bilanciate per quanto riguarda l'idrogeno e la carica (p. 532). 


traverso la sua completa ossidazione aerobica sarebbe an- 
dato perso (come vedremo nel Capitolo 16, oltre 10 mole- 
cole di ATP vengono infatti prodotte per ogni molecola di 
piruvato ossidato). 


e Gliintermedi del ciclo dell'acido citrico e molti 
amminoacidi sono glucogenici 

La via biosintetica descritta in precedenza consente una 
sintesi netta di glucosio non solo dal piruvato, ma anche 
dagli intermedi a quattro, cinque e sei atomi di carbonio 
del ciclo dell’acido citrico: citrato, isocitrato, a-chetoglu- 
tarato, succinil-CoA, succinato, fumarato e malato (Capi- 
tolo 16). Tutti questi composti vengono ossidati nel ciclo 
dell’acido citrico e sono trasformati in ossalacetato (vedi 
la Figura 16.7). Tutti, o quasi, gli atomi di carbonio del- 
la maggior parte degli amminoacidi derivati dalle protei- 
ne sono in definitiva catabolizzati a piruvato o intermedi 
del ciclo dell’acido citrico. Gli amminoacidi che possono 
essere utilizzati per la produzione di glucosio sono det- 
ti glucogenici (Tabella 14.4). Lalanina e la glutammina 
sono particolarmente importanti nei mammiferi: sono le 
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Piruvato Succinil-CoA 
Alanina Isoleucina* 
Cisteina Metionina 
Glicina Treonina 
Serina Valina 
Treonina 
Triptofano* Fumarato 
Fenilalanina* 
a-Chetoglutarato Tirosina* 
Arginina 
Glutammato Ossalacetato 
Glutammina Asparagina 
Istidina Aspartato 
Prolina 


Nota: tutti questi amminoacidi possono essere precursori del glucosio emati- 
co e del glicogeno epatico, in quanto possono essere convertiti in piruvato o in 
intermedi del ciclo dell’acido citrico. Soltanto la leucina e la lisina non possono 
fornire atomi di carbonio alla sintesi del glucosio. 

#*Questi amminoacidi sono anche chetogenici (vedi la Figura 18.15). 


molecole che trasportano i gruppi amminici dai tessuti 
extraepatici al fegato (vedi la Figura 18.9). Dopo la rimo- 
zione dei gruppi amminici nei mitocondri epatici il loro 
scheletro carbonioso (rispettivamente i chetoacidi piru- 
vato e a-chetoglutarato) viene rapidamente incanalato 
nella gluconeogenesi. 


e mammiferi non possono convertire gli acidi grassi 

in glucosio 
Nei mammiferi non vi è una conversione netta di acidi 
grassi in glucosio. Come vedremo nel Capitolo 17, il cata- 
bolismo della maggior parte degli acidi grassi produce so- 
lo acetil-CoA. Ma i mammiferi non possono usare l’acetil- 
CoA come precursore del glucosio, in quanto la reazio- 
ne piruvato deidrogenasica è irreversibile e le cellule non 
possiedono nessun'altra via per la conversione dell’acetil- 
CoA in piruvato. Invece le piante, il lievito e molti batteri 
hanno una via metabolica (il ciclo del gliossilato; vedi la 
Figura 16.22) che converte l’acetil-CoA in ossalacetato, e 
quindi possono utilizzare gli acidi grassi per la gluconeo- 
genesi. Questo processo è importante durante la germina- 
zione dei semi. Prima che si sviluppino le foglie e che la fo- 
tosintesi possa fornire alla pianta energia e carboidrati la 
crescita dei vegetali dipende dai grassi immagazzinati nei 
semi sia per la produzione di energia, sia per la biosintesi 
della parete cellulare. 

Anche se imammiferi non possono convertire gli acidi 
grassi in glucosio, essi possono utilizzare la piccola quanti- 
tà di glicerolo prodotta dalla demolizione dei grassi (i tria- 
cilgliceroli) per la gluconeogenesi. La fosforilazione del gli- 
cerolo a opera della glicerochinasi, seguita dall’ossidazione 
del carbonio centrale, produce il diidrossiacetone fosfato, 
un intermedio della gluconeogenesi nel fegato. 

Come vedremo nel Capitolo 21, il glicerolo fosfato è 
un intermedio fondamentale per il processo di sintesi dei 
triacilgliceroli negli adipociti, ma queste cellule non pos- 
siedono la glicerochinasi e quindi non possono fosforilare 
il glicerolo. Esse effettuano però una versione abbreviata 
della gluconeogenesi, chiamata gliceroneogenesi, che ca- 
talizza la conversione del piruvato in diidrossiacetone fo- 
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sfato tramite le prime reazioni della gluconeogenesi, se- 
guita dalla riduzione del diidrossiacetone fosfato a glice- 
rofosfato (vedi la Figura 21.21). 


e Laglicolisi e la gluconeogenesi sono 
reciprocamente regolate 

Se la glicolisi (la conversione del glucosio in piruvato) e 
la gluconeogenesi (la conversione del piruvato in gluco- 
sio) procedessero simultaneamente a velocità elevata, il 
risultato sarebbe il consumo di ATP con produzione solo 
di calore. Per esempio, la PFKI-1 e la FBPasi-1 catalizzano 
le due reazioni: 


ATP + fruttosio 6-fosfato — ADP + fruttosio 1,6-bisfosfato 
PFK-1 


Fruttosio 1,6-bisfosfato + H,0 ——- fruttosio 6-fosfato + P; 
FBPasi-1 


La somma di queste due reazioni è 
ATP + H:04 ADP + P; + calore 


Queste due reazioni enzimatiche, ma anche altre apparte- 
nenti alle due vie metaboliche, sono regolate allosterica- 
mente e mediante modificazioni covalenti (fosforilazione) 
degli enzimi che le catalizzano. Nel Capitolo 15 tratteremo 
diffusamente questi meccanismi di regolazione. Per ora ba- 
sti ricordare che, quando il flusso del glucosio procede at- 
traverso la glicolisi, il flusso del piruvato verso il glucosio 
rallenta, e viceversa. 


SOMMARIO 14.4 
La gluconeogenesi 

e La gluconeogenesi è un processo a molte tappe che 
produce glucosio a partire da lattato, piruvato, ossala- 
cetato o qualunque altro composto (compresi gli inter- 
medi del ciclo dell’acido citrico) che possa essere con- 
vertito in uno di questi precursori. Sette reazioni della 
gluconeogenesi, tutte reversibili, sono catalizzate dagli 
stessi enzimi della glicolisi. 

e Tre reazioni irreversibili della glicolisi vengono sosti- 
tuite nella gluconeogenesi da reazioni catalizzate da 
enzimi specifici della gluconeogenesi: (1) la conver- 
sione del piruvato in PEP con formazione intermedia 
di ossalacetato, catalizzata dalla piruvato carbossila- 
si e dalla PEP carbossichinasi; (2) la defosforilazione 
del fruttosio 1,6-bisfosfato catalizzata dalla FBPasi-1; 
(3) la defosforilazione del fruttosio 6-fosfato, catalizza- 
ta dalla glucosio 6-fosfatasi. 

e La formazione di una molecola di glucosio dal piruvato 
richiede 4 ATP, 2 GTP e 2 NADH; quindi la gluconeoge- 
nesi richiede energia. 

e Nei mammiferi la gluconeogenesi, che avviene nel fe- 
gato, nei reni e nell’intestino tenue, fornisce il glucosio 
necessario per cervello, muscoli ed eritrociti. 

e Lacetil-CoA stimola la piruvato carbossilasi, provocan- 
do un aumento della velocità della gluconeogenesi se 
le cellule hanno un'adeguata disponibilità di altri sub- 
strati (acidi grassi) per la produzione di energia. 

e Gli animali non possono convertire l’acetil-CoA deriva- 
to dagli acidi grassi in glucosio; le piante e i microrga- 
nismi possono farlo. 
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e La glicolisi e la gluconeogenesi sono reciprocamente 
regolate per impedire che le due vie, funzionando con- 
temporaneamente, portino a uno spreco di energia. 


L'ossidazione del glucosio attraverso 


la via del pentosio fosfato 

Nella maggioranza dei tessuti animali il destino 
La catabolico del glucosio 6-fosfato è la sua demo- 

lizione glicolitica a piruvato, che verrà poi ossi- 
dato nel ciclo dell’acido citrico, prerequisito per la forma- 
zione di ATP Ma il glucosio 6-fosfato può anche essere 
metabolizzato in altri modi, per produrre composti ne- 
cessari alla cellula. Particolarmente importante in alcuni 
tessuti è l'ossidazione del glucosio 6-fosfato a pentosio fo- 
sfato tramite la via del pentosio fosfato, detta anche via 
del fosfogluconato o via dell’esosio monofosfato (Fi- 
gura 14.21). In questa via ossidativa l’accettore di elettro- 
ni è il NADP* e viene prodotto NADPH. Le cellule che si 
dividono rapidamente, come quelle del midollo osseo, 
della pelle e della mucosa intestinale, nonché quelle tu- 
morali, utilizzano il pentosio ribosio 5-fosfato per costrui- 
re RNA, il DNA e coenzimi quali l’ATP, il NADH, il 
FADH:; e il coenzima A. 

In altri tessuti i prodotti principali della via del pento- 
sio fosfato non sono i pentosi, ma il donatore di elettroni 
NADPH, necessario per le biosintesi riduttive e per con- 
trastare gli effetti dannosi dei radicali liberi dell'ossigeno. I 


Fase Fase 
non ossidativa ossidativa 
SEZ (0 FS NADPH 
Glucosio 6-fosfato 
Pruiti NADP* 2 GSH 
glutatione 
reduttasi 
NADPH GSSG 
transchetolasi, Acidi grassi, 
transaldolasi 6-Fosfogluconato steroli, ecc. 


NADP* 


biosintesi 
riduttiva 


NADPH 


i E 


Ribulosio 5-fosfato Facquesa 


Ribosio 5-fosfato 


Nucleotidi, coenzimi, 
DNA, RNA 


Figura 14.21 Schema generale della via del pentosio fosfato. 

Il NADPH che si forma nella fase ossidativa viene utilizzato per ridurre 
il glutatione, GSSG (vedi il Box 14.4) e per supportare le reazioni della 
biosintesi riduttiva. L'altro prodotto della fase ossidativa è il ribosio 
5-fosfato, che serve come precursore di nucleotidi, coenzimi e acidi 
nucleici. Nelle cellule che non utilizzano il ribosio 5-fosfato per le 
reazioni di biosintesi, la fase non ossidativa ricicla sei molecole di 
pentosio in cinque di glucosio 6-fosfato, consentendo la produzione 
continua di NADPH e convertendo una molecola di glucosio 6-fosfato 
(in sei cicli) in CO.. 
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tessuti che sintetizzano attivamente gli acidi grassi (fegato, 
adipociti, ghiandola mammaria) o il colesterolo e gli ormo- 
ni steroidei (fegato, ghiandole surrenali, gonadi) necessita- 
no dell'apporto di NADPH, formato dalla via del pentosio 
fosfato. Gli eritrociti e le cellule del cristallino e della cor- 
nea sono direttamente esposti all’ossigeno e quindi ai radi- 
cali liberi che si possono formare da questo gas. Mantenen- 
do un’atmosfera riducente (un elevato rapporto [NADPH]/ 


Box 14.42 |\ 


Le fave hanno rappresentato sin dall’antichità un’impor- 
tante fonte di nutrimento nel Mediterraneo e nel Medio 
Oriente. Il filosofo e matematico greco Pitagora vietò ai 
suoi seguaci di mangiare cibi a base di fave, forse perché 
erano affetti da favismo, malattia che può essere fatale. 
Il favismo provoca la lisi degli eritrociti dopo 24-48 ore 
dall’ingestione delle fave e in questo modo viene rila- 
sciata emoglobina libera nel sangue; si possono anche 
evidenziare sintomi di itterizia e insufficienza renale. Gli 
stessi sintomi si possono riscontrare ingerendo la prima- 
china, farmaco antimalarico, oppure i sulfamidici, o in 
seguito all’esposizione a particolari erbicidi. Tutti questi 
sintomi hanno una base genetica comune: il deficit di glu- 
cosio 6-fosfato deidrogenasi (GGPD), da cui sono affetti 
circa 400 milioni di persone nel mondo. La maggior parte 
di questi individui non manifesta normalmente nessuno 
di questi sintomi, che compaiono solo in risposta a certi 
fattori ambientali. 

La G6PD catalizza la prima reazione nella via del pentosio 
fosfato (vedi la Figura 14.22), con conseguente produ- 
zione di NADPH. Questo riducente, oltre a essere impor- 
tante nelle vie biosintetiche, protegge le cellule anche dai 
danni ossidativi causati dal perossido di idrogeno (H0) 
e dal radicale libero anione superossido, sottoprodotti 
metabolici che vengono generati da alcuni farmaci come 
la primachina e da prodotti naturali come la divicina, 
composto tossico presente nelle fave. Durante le reazioni 
di detossificazione, l’H;0, viene di solito convertito in 
H;0 dall’enzima glutatione perossidasi e dal glutatione 
nella sua forma ridotta; una volta ossidato, quest’ultimo 
viene ridotto di nuovo dall’enzima glutatione reduttasi 
e NADPH (Figura 1). EH,0; viene anche degradato ad 
H;0 e O; dall’enzima catalasi, che richiede come cofat- 
tore il NADPH. Gli individui carenti di GGPD producono 
NADPH in quantità ridotte e in questo modo vengono 
rallentate le reazioni di detossificazione dell’H,0;. Ne 
consegue un aumento della perossidazione lipidica, con 
rottura della membrana degli eritrociti e ossidazione di 
proteine e di DNA. 

La distribuzione geografica di questa patologia è si- 
gnificativa. Si riscontra una frequenza del 25% nelle 
zone malariche come l'Africa tropicale, alcune regioni 
del Medio Oriente e il Sud-Est asiatico. In aggiunta ad 
alcune evidenze epidemiologiche, studi in vitro hanno 
dimostrato che la crescita di un parassita della malaria, 
Plasmodium falciparum, viene bloccata negli eritrociti 
carenti di G6PD. Questo parassita è infatti molto sensibile 
ai danni ossidativi e viene ucciso da uno stress ossidativo 
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[NADP*] e un elevato rapporto tra il glutatione ridotto e 
il glutatione ossidato), queste cellule impediscono il danno 
ossidativo alle proteine, ai lipidi e ad altre molecole sensibi- 
li. Negli eritrociti il NADPH prodotto dalla via del pentosio 
fosfato è particolarmente importante per prevenire il dan- 
no ossidativo e un difetto genetico della glucosio 6-fosfato 
deidrogenasi, il primo enzima della via, può avere serie con- 
seguenze sulla salute dell’uomo (Box 14.4). O 


Perché Pitagora non avrebbe mangiato le fave: deficit di glucosio 6-fosfato deidrogenasi 


ancora del tutto tollerabile dall’ospite umano con il defi- 
cit di G6PD. Poiché il vantaggio di resistere alla malaria 
compensa lo svantaggio di essere meno resistenti ai danni 
ossidativi, in una popolazione soggetta alla malaria la 
selezione naturale privilegia il genotipo carente di G6PD. 
Solo in condizioni di estremo stress ossidativo, causato 
da farmaci, erbicidi o divicina, la carenza di G6PD può 
causare seri problemi medici. 

Si pensa che un farmaco antimalarico come la prima- 
china agisca provocando uno stress ossidativo che uc- 
cide il parassita malarico. Paradossalmente i farmaci 
antimalarici possono causare patologie tramite gli stessi 
meccanismi biochimici di cui si avvalgono per generare 
la resistenza alla malaria. Anche la divicina si comporta 
come un farmaco antimalarico e l’ingestione di fave può 
proteggere dalla malaria. Rifiutandosi di mangiare le 
fave, molti seguaci di Pitagora con una normale attività 
dell'enzima G6PD possono avere inconsapevolmente 
aumentato il rischio di contrarre la malaria. 
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Figura 1 Ruolo del NADPH e del glutatione nella protezione delle 
cellule contro i derivati reattivi dell'ossigeno. Il glutatione ridotto 
(GSH) protegge la cellula degradando il perossido di idrogeno e 

i radicali ossidrili liberi. La rigenerazione di GSH dalla sua forma 
ossidata (GSSG) richiede il NADPH prodotto nella reazione 
catalizzata dalla glucosio 6-fosfato deidrogenasi. 
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e La fase ossidativa produce pentosio fosfato e NADPH 

La prima reazione della via del pentosio fosfato (Figura 
14.22) è l'ossidazione, catalizzata dalla glucosio 6-fosfato 
deidrogenasi (GGPD), del glucosio 6-fosfato a 6-fosfoglu- 
cono-ò-lattone, un estere intramolecolare. L’accettore degli 
elettroni è il NADP* e l'equilibrio della reazione è sposta- 
to nella direzione della formazione del NADPH. Il latto- 
ne viene idrolizzato a 6-fosfogluconato libero da una spe- 
cifica lattonasi. Il 6-fosfogluconato va poi incontro a una 
reazione di decarbossilazione ossidativa, catalizzata dal- 
la 6-fosfogluconato deidrogenasi, formando il ribulosio 
5-fosfato, un cheto pentosio. Questa reazione genera una 
seconda molecola di NADPH. (Il ribulosio 5-fosfato è im- 
portante nella regolazione della glicolisi e della gluconeo- 
genesi, come vedremo nel Capitolo 15.) La fosfopentosio 
isomerasi converte il ribulosio 5-fosfato nel suo isomero, 
il ribosio 5-fosfato. In alcuni tessuti la via del pentosio fo- 
sfato termina qui. La reazione complessiva è 


Glucosio 6-fosfato + 2 NADP*' + HO —> 
ribosio 5-fosfato + CO, + 2 NADPH + 2 H* 


Si ha così la produzione netta di NADPH, un riducente uti- 
lizzato nelle reazioni biosintetiche, e di ribosio 5-fosfato, 
uno zucchero fosforilato precursore dei nucleotidi. 


e La fase non ossidativa ricicla i pentosi fosfato 

in glucosio 6-fosfato 
Nei tessuti che richiedono principalmente NADPH, il pen- 
tosio fosfato prodotto nella fase ossidativa della via viene 
riciclato in glucosio 6-fosfato. In questa fase non ossidati- 
va il ribulosio 5-fosfato viene prima epimerizzato in xilu- 
losio 5-fosfato: 


pe por 
n lo) aa lo) 
H_-C_-0H HO-C-H 
| ribulosio | 
H— C— OH 5-fosfatoepimerasi H- CT 0H 
| | 
CHyOPO?" CH30P03" 
Ribulosio Xilulosio 5-fosfato 
5-fosfato 


Poi, con una serie di riarrangiamenti degli scheletri carbo- 
niosi (Figura 14.23), sei molecole di zucchero fosforilato a 
cinque atomi di carbonio sono convertite in cinque mole- 
cole di zucchero fosforilato a sei atomi di carbonio, com- 
pletando il ciclo e consentendo di continuare a ossidare il 
glucosio 6-fosfato e a produrre NADPH. Il ripetersi conti- 
nuato del ciclo porta alla fine alla conversione del gluco- 
sio 6-fosfato in sei molecole di CO». Nell’interconversio- 
ne di questi zuccheri agiscono due enzimi tipici della via 
del pentosio fosfato: la transchetolasi e la transaldolasi. La 
transchetolasi catalizza il trasferimento di un frammento 
a due atomi di carbonio da un chetosio donatore a un al- 
dosio accettore (Figura 14.24a). La transchetolasi, nel suo 
primo intervento nella via del pentosio fosfato, trasferisce 
gli atomi C-1 e C-2 dello xilulosio 5-fosfato al ribosio 5-fo- 
sfato, formando un prodotto a sette atomi di carbonio, il 
sedoeptulosio 7-fosfato (Figura 14.24b); i restanti tre ato- 
mi di carbonio vengono liberati sotto forma di gliceraldei- 
de 3-fosfato. 
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Figura 14.22 Le reazioni ossidative della via del pentosio 
fosfato. | prodotti finali sono il ribosio 5-fosfato, la CO, e il NADPH. 


© 978-88-08-26148-9 


reazioni ossidative 
della via del pentosio fosfato 


Fruttosio 
6-fosfato 


Sedoeptulosio 
7-fosfato 


Ribosio 
5-fosfato 


tassati] | 


Glucosio 
6-fosfato 


| fosfoesosio 
è i isomerasi 
iii | transchetolasi transaldolasi 
Xilulosio Gliceraldeide Eritrosio Fruttosio 
5-fosfato 3-fosfato 4-fosfato 6-fosfato 
fruttosio 


1,6-bisfosfatasi 
aldolasi 


transchetolasi I triosio fosfato 
Xilulosio isomerasi 
5-fosfato Gliceraldeide 
3-fosfato 


CAPITOLO 14 


Glicolisi, gluconeogenesi e via del pentosio fosfato 593 


7C 


30 4C 


3C 4C 


7C 


(a) 


Figura 14.23 Reazioni non ossidative della via del pentosio 
fosfato. (a) Queste reazioni convertono pentosi fosfato in esosi 
fosfato, consentendo alle reazioni ossidative (vedi la Figura 14.22) di 
proseguire. La transchetolasi e la transaldolasi sono enzimi specifici di 
questa via metabolica; gli altri enzimi fanno parte anche della glicolisi 
e della gluconeogenesi. (b) Rappresentazione schematica della via 
metabolica che, a partire da sei molecole di pentosio (5C), porta alla 


(b) 


sintesi di cinque esosi (6C). La serie di interconversioni mostrate in 
(a) deve ripetersi due volte. Ogni reazione qui indicata è reversibile. 
Le frecce unidirezionali vogliono solo rendere chiara la direzione 
delle reazioni in condizioni di una continua ossidazione del glucosio 
6-fosfato. Nelle reazioni della fotosintesi indipendenti dalla luce la 
direzione delle reazioni mostrate si inverte (vedi la Figura 20.10). 
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La transaldolasi catalizza poi una reazione simile a 
quella dell’aldolasi nella glicolisi: dal sedoeptulosio 7-fo- 
sfato viene rimosso un frammento a tre atomi di carbonio, 
che poi è condensato con la gliceraldeide 3-fosfato, for- 
mando fruttosio 6-fosfato ed eritrosio 4-fosfato, un tetro- 
sio fosfato (Figura 14.25). La transchetolasi agisce ancora 
formando fruttosio 6-fosfato e gliceraldeide 3-fosfato par- 
tendo dall’eritrosio 4-fosfato e dallo xilulosio 5-fosfato (Fi- 


a sette atomi di carbonio, il 
sedoeptulosio 7-fosfato. 


gura 14.26). Le due molecole di gliceraldeide 3-fosfato che 
si formano da due cicli di queste reazioni possono essere 
convertite in una molecola di fruttosio 1,6-bisfosfato come 
nella gluconeogenesi (Figura 14.17), e infine la FBPasi-1 e 
la fosfoesosio isomerasi convertono il fruttosio 1,6-bisfo- 
sfato in glucosio 6-fosfato. Il ciclo è ora completo: sei mo- 
lecole di pentosio fosfato sono state convertite in cinque 
di esosio fosfato (Figura 14.23b). 
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La transchetolasi richiede il cofattore tiamina pirofo- 
sfato (TPP), che in questa reazione stabilizza un carbanio- 
ne a due atomi di carbonio (Figura 14.27a), proprio come 
accade nella reazione della piruvato decarbossilasi (Figu- 
ra 14.15). La transaldolasi usa la catena laterale della Lys 


(a) Transchetolasi 


i TR 

HOHsC — C HOHpC I° 
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(b) Transaldolasi 
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H H per risonanza H H 
Base di Schiff 
protonata 


Figura 14.27 Intermedi carbanionici stabilizzati da interazioni 
covalenti con la transaldolasi e la transchetolasi. (a) L'anello della 
TPP stabilizza il carbanione nel gruppo diidrossietilico trasportato 
dalla transchetolasi; vedi la Figura 14.15 per il meccanismo chimico 
dell'azione della TPP. (b) Nella reazione transaldolasica la base di 
Schiff protonata che si forma tra l'e-amminogruppo di una catena 
laterale di Lys e il substrato stabilizza il carbanione C-3 formato dopo 
la scissione aldolica. 


per formare una base di Schiff col gruppo carbonilico del 
suo substrato, un chetosio, stabilizzando così un carbanio- 
ne (Figura 14.27b), che è l'elemento centrale del mecca- 
nismo di reazione. 

Il processo descritto nella Figura 14.22 viene detto via 
ossidativa del pentosio fosfato. La prima e la terza tap- 
pa sono di ossidazione con variazione dell’energia libera 
standard molto negativa e nella cellula sono essenzialmen- 
te irreversibili. Le reazioni della parte non ossidativa della 
via del pentosio fosfato (Figura 14.23) sono facilmente re- 
versibili e rappresentano un mezzo per la conversione di 
esosio fosfato in pentosio fosfato. Come vedremo nel Ca- 
pitolo 20, un processo che converte esosio fosfato in pen- 
tosio fosfato è decisivo per la fissazione della CO, da parte 
delle piante. Questa via metabolica, la via riduttiva del 
pentosio fosfato, è essenzialmente l’inverso delle reazio- 
ni mostrate nella Figura 14.23 e impiega molti degli enzi- 
mi che abbiamo incontrato. 

Tutti gli enzimi della via del pentosio fosfato sono pre- 
senti nel citosol, così come quelli della glicolisi e la mag- 
gior parte di quelli della gluconeogenesi. Infatti queste tre 
vie sono interconnesse dalla condivisione di diversi inter- 
medi ed enzimi. La gliceraldeide 3-fosfato che si forma 
per azione della transchetolasi è rapidamente convertita 
in diidrossiacetone fosfato dalla triosio fosfato isomerasi, 
un enzima glicolitico, e le due molecole di triosio posso- 
no formare fruttosio 1,6-bisfosfato per azione dell’aldola- 
si, come nella gluconeogenesi. In alternativa il triosio fo- 
sfato può essere ossidato a piruvato dalle reazioni glicoli- 
tiche. Il destino del triosio è determinato dal fabbisogno 
relativo di pentosio fosfato, di NADPH, e di ATP da par- 
te della cellula. 
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e Undifetto nella transchetolasi causa un peggioramento 
della sindrome di Wernicke-Korsakoff 


La sindrome di Wernicke-Korsakoff è una malat- 
Ea tia causata da una forte deficienza di tiamina, un 

componente della TPP (tiamina pirofosfato). La 
sindrome è particolarmente diffusa tra gli alcolisti: il con- 
sumo cronico di alcol a dosi elevate interferisce con l’as- 
sorbimento intestinale della tiamina. La sindrome peggio- 
ra in presenza di una concomitante mutazione del gene 
per la transchetolasi, che porta alla sintesi di un enzima 
con una minore affinità per la TPB, circa un decimo rispet- 
to alla norma. Questo difetto genetico rende i soggetti de- 
diti all’alcol più sensibili alla carenza di tiamina: anche una 
moderata deficienza (tollerata nei soggetti la cui transche- 
tolasi non è mutata) può abbassare i livelli di TPP al di sot- 
to di quelli necessari per saturare l'enzima. Ne deriva un 
rallentamento della velocità della via del pentosio fosfato. 
La sintomatologia dei soggetti affetti dalla sindrome di 
Wernicke-Korsakoff peggiora, con perdita di memoria, con- 
fusione mentale e paralisi parziale. O 


e  Ilglucosio 6-fosfato è ripartito tra la glicolisi e la via 
del pentosio fosfato 

Lentrata del glucosio 6-fosfato nella glicolisi o nella via del 
pentosio fosfato dipende dal fabbisogno momentaneo del- 
la cellula e dalla concentrazione del NADP* nel citosol. In 
assenza di questo accettore di elettroni, la prima reazione 
della via del pentosio fosfato (catalizzata dalla G6PD) non 
può procedere. Quando la cellula converte rapidamente 
il NADPH in NADP* nelle biosintesi riduttive, il livello 
di NADP* aumenta, la G6PD viene stimolata e il flusso 
del glucosio 6-fosfato attraverso la via del pentosio fosfa- 
to tende a incrementare (Figura 14.28). Quando il livello 
del NADPH aumenta, per una diminuzione della velocità 
delle biosintesi riduttive, il livello del NADP* diminuisce, 
e il glucosio 6-fosfato viene usato per rifornire la glicolisi. 


Glucosio 


glicolisi 


Glucosio ATP 


6-fosfato 
via del ------- 
pentosio NADPH 


fosfato 
6-Fosfo- 
gluconolattone 


NADPH7 7 
Pentosio 
fosfato 

Figura 14.28 Ruolo del NADPH nella regolazione della 
ripartizione del glucosio 6-fosfato tra la glicolisi e la via del 
pentosio fosfato. Quando la velocità di formazione del NADPH è 
superiore a quella del suo utilizzo nelle biosintesi riduttive e nella 
riduzione del glutatione (vedi la Figura 14.21), la [NADPH] aumenta e 


inibisce il primo enzima della via del pentosio fosfato. Ne risulta una 
maggiore disponibilità di glucosio 6-fosfato per la glicolisi. 


CAPITOLO 14 


Glicolisi, gluconeogenesi e via del pentosio fosfato 


SOMMARIO 14.5 
L'ossidazione del glucosio attraverso la via 
del pentosio fosfato 

e La via ossidativa del pentosio fosfato (via del fosfoglu- 
conato, o via dell’esosio monofosfato) parte dall’ossi- 
dazione e decarbossilazione dell’atomo C-1 del gluco- 
sio 6-fosfato; contemporaneamente riduce NADP* a 
NADPH e produce pentosio fosfato. 
Il NADPH fornisce la forza riducente alle reazioni bio- 
sintetiche e il ribosio 5-fosfato è un precursore per la 
sintesi dei nucleotidi e degli acidi nucleici. I tessuti in 
rapida crescita e i tessuti attivamente coinvolti nella 
biosintesi di acidi grassi, colesterolo o ormoni steroidei, 
utilizzano più glucosio 6-fosfato attraverso la via del 
pentosio fosfato di quanto facciano i tessuti con ridotta 
necessità di pentosio fosfato o di potere riducente. 
® La prima fase della via del pentosio fosfato è caratte- 
rizzata da due ossidazioni. Esse convertono il glucosio 
6-fosfato in ribulosio 5-fosfato e riducono il NADP* a 
NADPH. La seconda fase comprende tappe non ossida- 
tive che convertono il pentosio fosfato in glucosio 6-fo- 
sfato; così la via può riprendere da capo. 
Nella seconda fase la transchetolasi (con la TPP come 
cofattore) e la transaldolasi catalizzano l’interconver- 
sione degli zuccheri a tre, quattro, cinque, sei e sette 
atomi di carbonio, promuovendo la conversione re- 
versibile di sei molecole di pentosio fosfato in cinque 
molecole di esosio fosfato. Nelle reazioni di fissazione 
del carbonio della fotosintesi gli stessi enzimi cata- 
lizzano il processo inverso, chiamato via riduttiva del 
pentosio fosfato, in quanto cinque molecole di esosio 
fosfato sono convertite in sei molecole di pentosio fo- 
sfato. 

e Un difetto genetico nella transchetolasi, che ne riduce 
l'affinità per la TPP determina la sindrome di Wernicke- 
Korsakoff. 

* Lingresso del glucosio 6-fosfato nella via del pentosio 
fosfato o nella glicolisi è fortemente determinato dalle 
concentrazioni relative di NADP* e di NADPH. 


N Termini chiave 
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= Problemi 


1. Equazione della fase preparatoria della glicolisi. 
Scrivete le equazioni della reazione biochimico-bilan- 
ciata di tutte le reazioni del catabolismo del glucosio a 
due molecole di gliceraldeide 3-fosfato (la fase prepa- 
ratoria della glicolisi), indicando, per ogni reazione, la 
variazione di energia libera standard. Scrivete poi l’e- 
quazione complessiva per la fase preparatoria della gli- 
colisi, precisando la variazione netta di energia libera 
standard. 

2. La fase di recupero della glicolisi nel muscolo 
scheletrico. Nel muscolo scheletrico che lavora in con- 
dizioni anaerobiche, la gliceraldeide 3-fosfato è con- 
vertita in piruvato (la fase di recupero della glicolisi) e 
quindi il piruvato è ridotto a lattato. Scrivete le equa- 
zioni di tutte le reazioni del processo, indicando la va- 
riazione di energia libera standard di ogni reazione. In- 
fine scrivete l’equazione complessiva della fase di recu- 
pero della glicolisi (con il lattato come prodotto fina- 
le), indicando la variazione di energia libera standard 
della reazione complessiva. 

3. Trasportatori GLUT. Confrontate la localizzazione 
del GLUT 4 con quella del GLUT2 e del GLUT3; spie- 
gate perché queste localizzazioni sono importanti per 
la risposta all’insulina del muscolo, del tessuto adipo- 
so, del cervello e del fegato. 

4. Produzione di etanolo nel lievito. Quando cresce 
anaerobicamente, il lievito (S. cerevisiae) converte il pi- 
ruvato in acetaldeide, quindi riduce l’acetaldeide a eta- 
nolo, usando gli elettroni del NADH. Scrivete l’equa- 
zione della seconda reazione, e calcolate il valore della 
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10. 


sua costante di equilibrio a 25 °C, usando il valore del 
potenziale di riduzione standard della Tabella 13.7 
Energetica della reazione aldolasica. Laldolasi ca- 
talizza la reazione della via glicolitica 


Fruttosio 1,6-bisfosfato —> 
gliceraldeide 3-fosfato + diidrossiacetone fosfato 


La variazione di energia libera standard di questa rea- 

zione nella direzione scritta è pari a +23,8 kJ/mole. 

Le concentrazioni dei tre intermedi negli epatociti dei 

mammiferi sono: fruttosio 1,6-bisfosfato, 1,4 X 107° m; 

gliceraldeide 3-fosfato, 3 X 107° M; e diidrossiaceto- 

ne fosfato, 1,6 X 10° m. Alla temperatura corporea 

(37 °C), quale sarà la variazione di energia libera del- 

la reazione? 

La via degli atomi nella fermentazione. Un espe- 

rimento viene condotto utilizzando composti marcati 

con !C e un estratto di lievito mantenuto in condizio- 
ni strettamente anaerobiche, in modo che produca eta- 
nolo. L'esperimento consiste nell’incubare una piccola 

quantità di substrato marcato con !C con l'estratto di 

lievito per il tempo appena necessario perché ciascun 

intermedio della via metabolica diventi radioattivo. Il 

destino della marcatura nella via metabolica viene poi 

seguito aggiungendo un eccesso di glucosio non mar- 
cato. Questo impedisce ogni ulteriore entrata del glu- 
cosio radioattivo nella via metabolica. 

(a) Se il [1-!C] glucosio (glucosio marcato in C-1 con 
14C) viene usato come substrato, quale sarà la loca- 
lizzazione del !“C nell’etanolo prodotto? Commen- 
tate la risposta. 

(b) Dove dovrebbe essere localizzata la marcatura !5C 
nel glucosio radioattivo di partenza per essere sicu- 
ri che tutto il !*C venga liberato come !*CO; durante 
la fermentazione a etanolo? Commentate la risposta. 

Produzione di calore dalla fermentazione. La fer- 

mentazione industriale su larga scala in genere richie- 

de un raffreddamento costante. Perché? 

Fermentazione e produzione di salsa di soia. La sal- 

sa di soia viene prodotta facendo fermentare una sala- 

moia di semi e farina di soia con diversi microrganismi, 
fra i quali i lieviti, per un periodo tra 8 e 12 mesi. La 
salsa risultante (dopo la rimozione della parte solida) 

è ricca di lattato ed etanolo. Come sono stati prodotti 

questi due composti? Per far sì che la salsa di soia non 

assuma un forte gusto di aceto (l’aceto è acido acetico 
diluito) è necessario evitare la presenza di ossigeno nel 
recipiente di fermentazione. Perché? 

Equivalenza dei triosi fosfato. Una certa quantità di 

gliceraldeide 3-fosfato marcata con !*C è aggiunta a un 

estratto di lievito. Dopo breve tempo, viene isolato del 
fruttosio 1,6-bisfosfato che risulta marcato con !C ne- 
gli atomi C-3 e C-4. Qual era la posizione del !*C nella 
gliceraldeide 3-fosfato di partenza? Da dove proviene 

il secondo atomo marcato con !C nel fruttosio 1,6-bis- 

fosfato? Motivate la risposta. 

Una scorciatoia nella glicolisi. Si supponga di aver 

scoperto un lievito mutante la cui via glicolitica risulti 

abbreviata per la presenza di un nuovo enzima in gra- 
do di catalizzare la seguente reazione. 


11. 


12. 


13. 


14. 
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NAD*' — NADH + H* 
\ A 


Gliceraldeide 3-fosfato + H,0 —— 


3-Fosfoglicerato 


La cellula trarrebbe beneficio dall’accorciamento del- 
la via glicolitica? Motivate la risposta. 

Il ruolo della lattato deidrogenasi. Durante un’in- 
tensa attività aumenta notevolmente la richiesta di 
ATP da parte del tessuto muscolare. Nel muscolo del- 
la gamba del coniglio o nel muscolo alare del tacchino 
l’ATP viene prodotto quasi esclusivamente per fermen- 
tazione dell’acido lattico. EATP è formato nella fase di 
recupero energetico della glicolisi da due reazioni cata- 
lizzate dalla fosfoglicerato chinasi e dalla piruvato chi- 
nasi. Si supponga che il muscolo scheletrico sia privo 
di lattato deidrogenasi. Al muscolo sarebbe possibile 
svolgere un'intensa attività? Ossia, potrebbe generare 
ATP ad alta velocità mediante glicolisi? Motivate la ri- 
sposta. 

L'efficienza della produzione di ATP nel musco- 
lo. La trasformazione di glucosio in lattato operata nei 
miociti rilascia solo il 7% circa dell’energia libera rila- 
sciata quando il glucosio viene totalmente ossidato a 
CO; e H;0. Ciò significa che la glicolisi anaerobica nel 
muscolo rappresenta uno spreco di glucosio? Motiva- 
te la risposta. 

La variazione di energia libera nell’ossidazione del 
triosio fosfato. Eossidazione della gliceraldeide 3-fos- 
fato a 1,3-bisfosfoglicerato, catalizzata dalla gliceraldei- 
de 3-fosfato deidrogenasi, avviene con una costante di 
equilibrio sfavorevole (K'.q = 0,08; AG'° = 6,3 kJ/mole), 
eppure il flusso attraverso la via glicolitica procede fa- 
cilmente. In che modo la cellula supera le condizioni 
sfavorevoli di questo equilibrio? 

Avvelenamento da arseniato. l’arseniato è struttural- 
mente e chimicamente simile al fosfato inorganico (P;) 
e molti enzimi che richiedono il fosfato possono usare 
anche l’arseniato. I composti organici contenenti arse- 
niato sono comunque meno stabili di quelli analoghi 
al fosfato. Per esempio, le molecole degli acil arseniati 
si decompongono rapidamente per idrolisi: 


R—C—O0—As—0 + H,0 —> 
d 
0) 
R-6—0- + HO—As—0- + H* 
La 


D’altra parte le molecole degli acil fosfati, come l’°1,3- 

bisfosfoglicerato, sono più stabili e nelle cellule subi- 

scono ulteriori trasformazioni catalizzate da enzimi. 

(a) Si prevedano gli effetti sulla reazione netta cataliz- 
zata dalla gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi se il 
fosfato venisse sostituito dall’arseniato. 

(b) Quale conseguenza si avrebbe sull'organismo se 
l’arseniato sostituisse il fosfato? (L’arseniato è tos- 
sico per molti organismi.) Motivate la risposta. 
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15. La necessità di fosfato nella fermentazione dell’e- Potete indicare la via seguita da ogni precursore at- 


tanolo. Nel 1906 Harden e Young, in una serie di stu- 

di classici sulla fermentazione del glucosio a etanolo e 

CO; da parte di estratti del lievito di birra, fecero le se- 

guenti osservazioni. (1) Il fosfato inorganico è essenzia- 

le per la fermentazione; quando si esaurisce il fosfato 
la fermentazione cessa prima che tutto il glucosio sia 
consumato. (2) In queste condizioni di fermentazio- 
ne si accumulano etanolo, CO, e un esosio bisfosfato. 

(3) Sostituendo l’arseniato al fosfato non si accumu- 

la esosio bisfosforilato, ma la fermentazione procede 

fintanto che tutto il glucosio si è trasformato in eta- 
nolo e CO.. 

(a) Perché la fermentazione si arresta quando non è 
più disponibile fosfato inorganico? 

(b) Perché si accumulano etanolo e CO? La conversio- 
ne di piruvato in etanolo e CO; è essenziale? Per- 
ché? Identificate l’esosio bisfosfato che si accumu- 
la. Perché si accumula? 

(c) Come mai la sostituzione del fosfato con l’arsenia- 
to impedisce l’accumulo di esosio bisfosfato, pur 
consentendo che la fermentazione a etanolo e CO, 
giunga al termine? (Vedi il Problema 14.) 


16.I1 ruolo della vitamina niacina. Gli adulti che svol- 


gono intensa attività fisica hanno bisogno di assume- 
re circa 160 g di carboidrati al giorno, ma solo 20 mg di 
niacina per garantirsi un adeguato nutrimento. Dato il 
ruolo della niacina nella glicolisi, come spiegate questa 
osservazione? 


17. Sintesi di glicerolo fosfato. Il glicerolo 3-fosfato ne- 


cessario per la sintesi dei glicerofosfolipidi può essere 
sintetizzato a partire da un intermedio glicolitico. Pro- 
ponete una sequenza di reazioni per la conversione. 


18.:# Gravità dei sintomi clinici causati da caren- 


ze enzimatiche. Le due forme di galattosemia, 
carenza di galattochinasi o di UDP-glucosio:galattosio 
1-fosfato uridililtrasferasi, mostrano sintomi clinici di 
gravità radicalmente diversa. Sebbene entrambe deter- 
minino difficoltà gastriche dopo l’ingestione di latte, la 
carenza della trasferasi causa anche disfunzioni del fe- 
gato, dei reni, della milza e del cervello e può portare 
alla morte. Quali prodotti si accumulano nel sangue e 
nei tessuti come conseguenza di ciascun tipo di caren- 
za? Stimate le tossicità relative di questi prodotti sulla 
base delle informazioni date. 


19. Consumo della massa muscolare nel digiuno. Una 


conseguenza del digiuno prolungato è la riduzione del- 
la massa muscolare. Che cosa accade alle proteine del 
muscolo? 


20. La via seguita dagli atomi nella gluconeogenesi. 


Un estratto di fegato in cui possono avvenire le norma- 
li reazioni metaboliche tipiche di questo tessuto viene 
incubato separatamente con i seguenti precursori mar- 
cati con !4C: 
o 
14 : 14 di 
(a) ['°C]Bicarbonato, HO — °C 
o 


(b) [1-!4C]Piruvato, CH, — o “#C007 


O 


traverso la gluconeogenesi? Stabilite la posizione della 
marcatura in ogni intermedio del processo e nel pro- 
dotto finale, il glucosio. 


21. Costo energetico di un ciclo di glicolisi e gluco- 


neogenesi. Qual è il costo (in termini di equivalenti 
di ATP) per trasformare il glucosio in piruvato, trami- 
te la glicolisi, e per trasformare il piruvato di nuovo in 
ATP tramite la gluconeogenesi? 


22. Relazione tra la glicolisi e la gluconeogenesi. Per- 


ché è importante che la gluconeogenesi non sia esat- 
tamente l'inverso della glicolisi? 


23. Energetica della reazione catalizzata dalla piru- 


vato chinasi. Spiegate in termini bioenergetici come 
la conversione del piruvato in fosfoenolpiruvato nella 
gluconeogenesi superi la variazione dell’energia libera 
standard fortemente negativa della reazione piruvato 
chinasica della glicolisi. 


24. Substrati glucogenici. Un procedimento comune per 


determinare se effettivamente un certo composto è un 
precursore del glucosio nei mammiferi è quello di far 
digiunare un animale fino a che le riserve epatiche di 
glicogeno non siano consumate e poi somministrare 
il substrato in questione. Un composto che determi- 
na un aumento netto di glicogeno nel fegato viene det- 
to glucogenico, in quanto deve prima essere converti- 
to in glucosio 6-fosfato. Indicate attraverso quali rea- 
zioni enzimatiche è possibile dimostrare che i seguen- 
ti composti sono glucogenici: 


(a) Succinato, “00C —CH, —CH, —C00 


(b) Glicerolo, OH ia (o 
CH, E 
H 


(c) Acetil-CoA, Î 
CH; —C—S-CoA 
(d) Piruvato, 


i 
CHj —C—C00° 


(€) Butirrato, —CH; —CH, —CH, —COO 


25.(E:g etanolo ha effetto sui livelli ematici di glu- 


cosio. Il consumo di alcol (etanolo), soprattutto 
dopo intensa attività fisica o dopo digiuno prolungato, 
provoca un abbassamento del glucosio nel sangue, una 
condizione nota col termine di ipoglicemia. La prima 
tappa del metabolismo dell’etanolo nel fegato è l’ossi- 
dazione ad acetaldeide, catalizzata dall’alcol deidroge- 
nasi epatica: 


CH;CH,0H + NAD* —> CH;CHO + NADH +H* 
Spiegate perché questa reazione inibisce la trasforma- 


zione di lattato in piruvato e come mai questa situazio- 
ne provoca ipoglicemia. 


26. Livelli di lattato nel sangue durante un esercizio 


fisico intenso. Le concentrazioni di lattato nel plasma 
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sanguigno prima, durante e dopo uno sprint di 400 me- 
tri sono mostrate nel grafico. 
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(a) Qual è la causa del rapido aumento della concen- 
trazione di lattato? 

(b) Che cosa determina la diminuzione di concentra- 
zione del lattato dopo la fine della corsa? Perché la 
diminuzione è meno rapida dell’aumento? 

(c) Perché la concentrazione di lattato a riposo non è 
zero? 


27. Relazioni tra fruttosio 1,6-bisfosfatasi e livel- 


li ematici di lattato. Un deficit congenito 
dell’enzima epatico fruttosio 1,6-bisfosfatasi provoca 
un innalzamento anomalo dei livelli di lattato nel pla- 
sma. Spiegate perché. 


28. Effetto della florizina sul metabolismo dei carboi- 


drati. La florizina, un glucoside tossico estratto dalla 
corteccia del pero, blocca il normale riassorbimento 
del glucosio dai tubuli renali, provocando l’escrezione 
quasi totale del glucosio con le urine. Ratti nutriti con 
florizina e succinato di sodio eliminavano circa 0,5 mo- 
li di glucosio (prodotte dalla gluconeogenesi) per ogni 
mole di succinato di sodio ingerito. Come viene tra- 
sformato in glucosio il succinato di sodio? Spiegatene 
la stechiometria. 


OH 


OH 


Florizina 


29. Eccesso di assorbimento dell’O, durante la gluco- 


neogenesi. Il lattato assorbito dal fegato viene con- 
vertito in glucosio, col consumo di 6 moli di ATP per 
ogni mole di glucosio prodotta. L'andamento di questo 
processo in preparazioni con fegato di ratto può esse- 
re seguito somministrando [!4C]lattato e misurando la 
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quantità di [!*C]glucosio prodotto. Poiché la stechiome- 
tria del consumo di O, e di ATP prodotti è nota (circa 5 
ATP per O;), è possibile prevedere il consumo extra di 
O; al di sopra della norma quando si somministra una 
data quantità di lattato. Però quando viene misurata la 
quantità di O, utilizzato per la sintesi del glucosio dal 
lattato si trovano valori sempre superiori a quelli pre- 
visti dalla relazione stechiometrica. Suggerite una pos- 
sibile spiegazione di questa osservazione. 


30. Ruolo della via del pentosio fosfato. Se l'ossidazione 


del glucosio 6-fosfato tramite la via del pentosio fosfato 
venisse usata soprattutto per generare NADPH per le 
biosintesi riduttive, si accumulerebbe l’altro prodotto, 
il ribosio 5-fosfato. Quale problema sorgerebbe? 


È Problema sull’analisi dei dati 
Hla= 


31. Ingegnerizzazione di un sistema di fermentazione. 


La fermentazione di materiale vegetale per produrre 
etanolo come combustibile è un metodo potenziale per 
ridurre l’uso dei combustibili fossili e quindi l’emissio- 
ne di CO, che è causa del riscaldamento terrestre. Mol- 
ti microrganismi possono demolire la cellulosa, e fer- 
mentare il glucosio in etanolo. Però le potenziali fonti 
di cellulosa, tra cui i residui dell’attività agricola, con- 
tengono notevoli quantità di arabinosio, che non fer- 
menta facilmente. 


id 
HO- la H 
Br OH 
ee OH 
CH50H 


D-Arabinosio 


L’Escherichia coli fermenta l’arabinosio a etanolo ma 

non è in grado di tollerare elevati livelli di etanolo; ciò 

limita il suo impiego commerciale per la produzione 

di etanolo. Un altro batterio, lo Zymomonas mobilis, è 

in grado di tollerare alti livelli di etanolo, ma non fer- 

menta l’arabinosio. Deanda, Zhang, Eddy e Picataggio 

(1996) hanno descritto i loro tentativi per combinare 

le caratteristiche più utili dei due organismi introdu- 

cendo i geni dell’E. coli per gli enzimi che metabolizza- 
no l’arabinosio nello Z. mobilis. 

(a) Perché questa è una strategia più semplice di quel- 
la opposta: ingegnerizzare l’E. coli per renderlo più 
tollerante all’etanolo? 

Deanda e collaboratori inserirono cinque geni di E. co- 

li nel genoma di Z. mobilis: l’araA, che codifica l’r-ara- 

binosio isomerasi, che interconverte L-arabinosio e L-ri- 

bulosio; l’araB, 1-ribulochinasi, che utilizza PATP per fo- 
sforilare l’L-ribulosio in C-5; l’araD, L-ribulosio 5-fosfa- 

to epimerasi, che interconverte l’r-ribulosio 5-fosfato e 

l’L-xilulosio 5-fosfato; il talB, la transaldolasi; e il tktA, la 

transchetolasi. 

(b) Per ognuno dei tre enzimi ara, descrivete breve- 
mente la reazione chimica catalizzata e, quando 


© 978-88-08-26148-9 


possibile, individuate un enzima esaminato in 
questo capitolo che catalizza una reazione ana- 
loga. 

I cinque geni di E. coli inseriti in Z. mobilis permetteva- 

no l’ingresso dell’arabinosio nella fase non ossidativa 

della via del pentosio fosfato (Figura 14.23), dove veni- 
va convertito in glucosio 6-fosfato e fermentato a eta- 
nolo. 

(c) In quale zucchero i tre enzimi ara convertono l’a- 
rabinosio? 

(d) Il prodotto di (c) entra nella via mostrata nella Fi- 
gura 14.23. Combinando i cinque enzimi di E. coli 
elencati sopra con gli enzimi di questa via metabo- 
lica, descrivete l’intera via per la fermentazione di 
6 molecole di arabinosio in etanolo. 

(e) Qual è la stechiometria della fermentazione di 6 
molecole di arabinosio in etanolo e CO,? Quante 
molecole di ATP si formeranno? 

(f) Z. mobilis utilizza una via leggermente diversa da 
quella descritta in questo capitolo per la fermenta- 
zione alcolica. La resa in ATP attraverso questa via 
corrisponde a una sola molecola di ATP per mole- 
cola di arabinosio. Anche se per il batterio non si 
tratta di una buona resa, la via è vantaggiosa per la 
produzione di etanolo. Perché? 


CAPITOLO 14 


Glicolisi, gluconeogenesi e via del pentosio fosfato 601 


Un altro zucchero che si trova comunemente nei pro- 
dotti vegetali è lo xilosio. 


i a 
ss 

E OH 

CHs0H 


D-Xilosio 


(g) Quali altri enzimi sarà necessario introdurre nel 
ceppo modificato di Z. mobilis descritto in prece- 
denza per renderlo in grado di utilizzare lo xilosio 
e anche l’arabinosio per produrre l’etanolo? Non è 
necessario denominare gli enzimi (infatti non esi- 
stono neanche!). Scrivete però le reazioni che essi 
dovrebbero catalizzare. 


Riferimento bibliografico 

Deanda, K., Zhang, M., Eddy, C., e Picataggio, S. 
(1996) Development of an arabinose-fermenting 
Zymomonas mobilis strain by metabolic pathway 
engineering. Appl. Environ. Microbiol. 62, pp. 4465-4470. 


PRINCIPI DI REGOLAZIONE 


METABOLICA 


15.1 Regolazione delle vie metaboliche 


15.2 Analisi del controllo metabolico 612 


15.3. Regolazione coordinata della glicolisi 
e della gluconeogenesi 617 


15.4 Il metabolismo del glicogeno negli animali 628 


15.5 Regolazione coordinata della sintesi e della demolizione 
del glicogeno 636 


a regolazione metabolica, un tema centrale della bio- 

chimica, è una delle caratteristiche peculiari degli or- 

ganismi viventi. Tra le migliaia di reazioni enzimati- 
che che hanno luogo nella cellula forse non ce n'è nessuna 
che non obbedisca a qualche forma di regolazione. La ne- 
cessità di regolare ogni aspetto del metabolismo cellulare 
diventa chiara se si tiene conto della complessità della rete 
di sequenze di reazioni che costituiscono il metabolismo. 
Anche se è conveniente per lo studente dividere i proces- 
si metabolici in “vie metaboliche” distinte, che svolgono 
ruoli precisi nell'economia cellulare, in realtà non esiste 
una separazione così netta tra le vie metaboliche cellula- 
ri. È vero invece che ogni via metabolica che verrà discus- 
sa in questo libro è interconnessa con le altre, formando 
una inestricabile rete multidimensionale di reazioni (Fi- 
gura 15.1). Per esempio, nel Capitolo 14 abbiamo discusso 
quattro possibili destini metabolici del glucosio 6-fosfa- 
to negli epatociti: la sua demolizione mediante la glicolisi 
per formare ATP la sua demolizione attraverso la via del 
pentosio fosfato per produrre NADPH e pentosio fosfato, 
il suo utilizzo per la sintesi di polisaccaridi complessi del- 
la matrice extracellulare e infine la sua idrolisi a glucosio 
e fosfato, per mantenere la glicemia nei limiti della nor- 
ma. In realtà negli epatociti il glucosio 6-fosfato può segui- 
re anche altre vie. Può essere utilizzato per sintetizzare al- 
tri zuccheri, come la glucosammina, il galattosio, la galat- 
tosammina, il fucosio e l'acido neuroamminico, impiegati 
nel processo della glicosilazione delle proteine, o può es- 
sere parzialmente degradato ad acetil-CoA per la sintesi 
degli acidi grassi. Il batterio Escherichia coli può utilizzare 
il glucosio per produrre lo scheletro carbonioso di tutte le 
sue migliaia di molecole. Quando la cellula usa il glucosio 
6-fosfato per uno specifico scopo, questa sua “decisione” 
influenza tutte le altre vie metaboliche nelle quali il glu- 
cosio 6-fosfato è un precursore o un intermedio. Se l’uti- 


RE 


lizzo del glucosio 6-fosfato passa da una via metabolica a 
un’altra, viene modificato direttamente o indirettamente 
anche il flusso metabolico attraverso le altre vie. 

Il passaggio da una via metabolica all’altra è frequente 
nel corso della vita di una cellula. Louis Pasteur per primo 
descrisse l'aumento di più di 10 volte del consumo di glu- 
cosio da parte di colture di lievito quando le cellule pas- 
savano da condizioni aerobiche a condizioni anaerobiche. 
L’‘effetto Pasteur” avviene senza variazioni significative 
della concentrazione di ATP o della maggior parte degli 
intermedi e prodotti metabolici derivati dal glucosio. Un 
effetto simile (passaggio dal metabolismo aerobico a quel- 
lo anaerobico) si riscontra nelle cellule del muscolo sche- 
letrico quando un corridore scatta dai blocchi di parten- 
za. Le cellule hanno la straordinaria capacità di catalizza- 
re simultaneamente processi metabolici diversi, generan- 
do tutti i prodotti di cui necessitano nella quantità giusta e 
nel momento giusto, a fronte di qualunque perturbazione 
dell'ambiente esterno e senza generare prodotti di scarto. 

In questo capitolo per illustrare alcuni principi gene- 
rali della regolazione metabolica utilizzeremo il metabo- 
lismo del glucosio. Daremo prima uno sguardo al ruolo 
della regolazione degli enzimi ai fini del raggiungimento 
dell'’omeostasi metabolica e introdurremo poi i principi 
di analisi del controllo metabolico, che ci permetteranno 
di analizzare quantitativamente le complesse interazioni 
metaboliche. Descriveremo poi le specifiche proprietà re- 
golatorie dei singoli enzimi del metabolismo del glucosio. 
Per la glicolisi e per la gluconeogenesi abbiamo già descrit- 
to le attività catalitiche dei singoli enzimi nel Capitolo 14. 
Ora analizzeremo le proprietà cinetiche e regolatorie della 
sintesi e della demolizione del glicogeno, uno dei sistemi 
di regolazione metabolica meglio conosciuti. Si noti che, 
scegliendo il metabolismo dei carboidrati per illustrare i 
principi della regolazione metabolica, abbiamo arbitra- 
riamente separato il metabolismo dei grassi da quello dei 
carboidrati. In realtà, come vedremo nel Capitolo 23, essi 
sono strettamente interconnessi. 


Regolazione delle vie metaboliche 


Le reazioni del metabolismo del glucosio nella direzione ca- 
tabolica forniscono l’energia necessaria a opporsi alle forze 
entropiche, mentre nella direzione anabolica forniscono i 
precursori per le biosintesi e per immagazzinare energia 
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VIE METABOLICHE 


Biosintesi e metabolismo 
dei glicani 


Metabolismo 


dei carboidrati 


fi Metabolismo 
energetico 


Figura 15.1 Il metabolismo come un reticolo tridimensionale. 
Una cellula eucariotica è in grado di sintetizzare circa 30 000 differenti 
proteine, che catalizzano migliaia di reazioni in cui sono coinvolte 
molte centinaia di metaboliti, la maggioranza dei quali partecipa a più 
di una via metabolica. In questa visione globale molto semplificata 
delle vie metaboliche, ciascun puntino rappresenta un intermedio 

e ogni linea di connessione rappresenta una reazione enzimatica. 


metabolica sotto forma di polisaccaridi. Data l’importanza 
di queste reazioni per la sopravvivenza della cellula, si sono 
evoluti meccanismi di regolazione molto complessi che con- 
sentono ai metaboliti di entrare o uscire da ciascuna via nel- 
la corretta direzione e con la corretta velocità, per far fronte 
alle diverse esigenze delle cellule o degli organismi. Attra- 
verso una serie di meccanismi che operano in tempi diversi, 
la velocità del flusso metabolico lungo un'intera via meta- 
bolica viene regolata in base alle variazioni delle condizio- 
ni esterne, che possono cambiare talvolta anche in modo 
rilevante. Per esempio, la richiesta di ATP nel muscolo ala- 


Biodegradazione 
degli xenobiotici 


o 


Metabolismo 
dei nucleotidi 


Metabolismo 
di altri amminoacidi 


Biosintesi 


sa dei metaboliti secondari ] 


Per un'immagine più realistica, ma al tempo stesso anche molto 

più complicata del metabolismo, vedi la banca dati online KEGG 
PATHWAY (www.genome.ad.jp/kegg/pathway/map/map01100. 
html). In questa mappa interattiva, si può cliccare su ciascun puntino 
in modo da ottenere ulteriori dati sul composto corrispondente a quel 
puntino e agli enzimi di cui esso è substrato. 


re di alcuni insetti aumenta di cento volte in pochi secondi 
quando l’insetto inizia a volare. Nell'uomo la disponibilità 
di ossigeno può diminuire a causa di ipossia (diminuito ap- 
porto di ossigeno ai tessuti) o ischemia (diminuito appor- 
to di sangue ai tessuti). Le quantità relative di carboidrati, 
grassi e proteine variano da un pasto all’altro, e l'apporto di 
combustibile metabolico che si ottiene con la dieta è inter- 
mittente; quindi tra un pasto e l’altro e durante i periodi di 
digiuno sono necessarie regolazioni metaboliche mirate. La 
cicatrizzazione delle ferite richiede l'apporto di grandi quan- 
tità di energia e di precursori per le biosintesi. 
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e Lecellulee gli organismi mantengono una condizione 
di stato stazionario dinamico 

I combustibili metabolici, come il glucosio, entrano nel- 
le cellule mentre ne escono i prodotti di scarto, come la 
CO»; tuttavia la massa e la composizione complessiva di 
una tipica cellula, di un organo, o di un animale adulto 
non cambiano in modo apprezzabile nel tempo. Le cel- 
lule e gli organismi si trovano in una condizione di sta- 
to stazionario dinamico. Per ciascuna reazione di una via 
metabolica il substrato viene fornito dalla reazione pre- 
cedente, alla stessa velocità con cui viene convertito in 
prodotti. Quindi anche se la velocità (v) del flusso di un 
metabolita, o semplicemente flusso, attraverso questa 
tappa della via può essere elevata e variabile, la concen- 
trazione del substrato, S, rimane costante. Quindi, per la 
reazione a due stadi 


Aeg pp 


se vj = v2 la [S] rimane costante. Per esempio, le varia- 
zioni della velocità vj di entrata nel sangue del glucosio 
proveniente da diverse fonti vengono controbilanciate da 
corrispondenti variazioni della velocità v, del trasporto 
del glucosio dal sangue ai diversi tessuti. In questo modo 
la concentrazione del glucosio nel sangue ([S]) si man- 
tiene costante intorno a 5 mm. Questa condizione è defi- 
nita come omeostasi a livello molecolare. Se i meccani- 
smi omeostatici vengono meno, possono insorgere gravi 
condizioni patologiche. Per esempio, nel diabete melli- 
to la regolazione della glicemia è difettosa per una per- 
dita di sensibilità all’insulina, con gravi conseguenze di 
carattere clinico. 

Quando la perturbazione esterna non è transitoria, 
oppure quando un tipo di cellula si trasforma in un al- 
tro, gli aggiustamenti cellulari nella composizione e nel 
metabolismo possono essere ancora più consistenti, poi- 
ché devono perdurare e produrre un nuovo stato stazio- 
nario cellulare, basato su richieste energetiche diverse e 
su un utilizzo altrettanto diverso di precursori biosinte- 
tici. Si consideri, per esempio, il differenziamento delle 
cellule staminali del midollo osseo in eritrociti. Le cel- 
lule staminali contengono il nucleo, i mitocondri e sono 
praticamente prive di emoglobina, mentre gli eritrociti 
contengono un’enorme quantità di emoglobina e sono 
privi di nucleo e di mitocondri. La composizione cellu- 
lare e il metabolismo cambiano drasticamente in rispo- 
sta a stimoli esterni. Il differenziamento cellulare ri- 
chiede una precisa regolazione dei livelli delle protei- 
ne cellulari. 

Nel corso dell’evoluzione gli organismi hanno acquisi- 
to una serie molto numerosa di meccanismi di regolazio- 
ne coinvolti nel mantenimento dell’omeostasi a livello mo- 
lecolare e cellulare; si può dedurre la rilevanza di questi 
meccanismi dalla proporzione di geni che codificano pro- 
teine regolatrici. Nell'uomo questi geni ammontano a cir- 
ca 4000 (circa il 12% di tuttii geni). Le proteine regolatrici 
codificate comprendono recettori, regolatori dell’espres- 
sione genica e più di 500 proteina chinasi diverse. In mol- 
ti casi i meccanismi di regolazione si possono sovrappor- 
re: uno stesso enzima può essere soggetto a più meccani- 
smi di regolazione. 
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e È possibile regolare la quantità e l’attività catalitica 

di un enzima 
Il flusso attraverso la reazione catalizzata da un enzima 
può essere modulato variando il numero delle molecole 
enzimatiche, o variando la loro attività catalitica. Tali va- 
riazioni avvengono in tempi che vanno da alcuni millise- 
condi a molte ore, in risposta a segnali provenienti dall’in- 
terno o dall'esterno della cellula. Le variazioni allosteriche 
dell'attività enzimatica sono in genere rapidissime e ven- 
gono innescate da variazioni nella concentrazione di una 
piccola molecola, come per esempio il substrato di una via 
metabolica, di cui la reazione regolata fa parte (come po- 
trebbe essere il glucosio per la glicolisi), o un prodotto di 
una via metabolica (l’ATP per la glicolisi), oppure un me- 
tabolita chiave o un cofattore (come il NADH) che segna- 
la la condizione metabolica della cellula. Anche i secondi 
messaggeri (come l’AMP ciclico e il Ca?*) che si generano 
all’interno di una cellula in risposta a segnali extracellu- 
lari (ormoni, citochine, e così via) mediano la regolazione 
allosterica, ma in tempi leggermente più lenti, che dipen- 
dono dalla velocità del meccanismo di trasduzione del se- 
gnale (vedi il Capitolo 12). 

I segnali extracellulari (Figura 15.2, ©) possono esse- 
re ormonali (come l’insulina o l’adrenalina) o neuronali 
(acetilcolina), oppure possono essere fattori di crescita 0 
citochine. Il numero di molecole di un dato enzima nel- 
la cellula è una funzione delle velocità relative di sinte- 
si e degradazione dell’enzima. La velocità di sintesi può 
essere modulata dall’attivazione di un fattore di trascri- 
zione (in risposta a un segnale esterno) (Figura 15.2, ©; 
più in dettaglio nel Capitolo 28). I fattori di trascrizio- 
ne sono proteine nucleari che, quando attivate, si legano 
a specifiche regioni del DNA (elementi di risposta) vi- 
cino al promotore del gene (a livello del punto di inizio 
della sua trascrizione) e attivano o reprimono la trascri- 
zione del gene, aumentando o diminuendo la sintesi del- 
la proteina codificata. L'attivazione del fattore di trascri- 
zione è talvolta dovuta al legame di uno specifico ligando, 
altre volte a un processo di fosforilazione o di defosfori- 
lazione. Ciascun gene è controllato da uno o più elemen- 
ti di risposta riconosciuti da specifici fattori di trascrizio- 
ne. Alcuni geni hanno più elementi di risposta e quindi 
vengono controllati da diversi fattori di trascrizione, che 
a loro volta rispondono a segnali diversi. Gruppi di geni 
che codificano proteine che agiscono insieme, come gli 
enzimi della glicolisi e della gluconeogenesi, spesso con- 
dividono sequenze di elementi di risposta uguali. In tal 
modo un singolo segnale, che agisce su un particolare 
fattore di trascrizione, attiva e disattiva la sintesi di tut- 
ti gli enzimi appartenenti a quel gruppo. La regolazione 
del metabolismo dei carboidrati tramite specifici fattori 
di trascrizione è trattata nella Sezione 15.3. 

La stabilità degli RNA messaggeri, cioè la loro resisten- 
za alla degradazione da parte delle ribonucleasi endocel- 
lulari (Figura 15.2, ©), è variabile, e quindi la quantità di 
un dato mRNA nella cellula dipende dalla velocità della 
sua sintesi e della sua degradazione (Capitolo 26). Anche 
la velocità con cui l’'mRNA viene tradotto dai ribosomi (Fi- 
gura 15.2, ©) è regolata e dipende da molti fattori descritti 
in dettaglio nel Capitolo 27. Si noti che a un aumento din 
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Figura 15.2 Fattori che influiscono sull'attività degli enzimi. 
L'attività totale di un enzima può essere modificata variando il 
numero delle sue molecole nella cellula o la sua attività effettiva in un 
compartimento subcellulare (da © a @), oppure modulando l’attività 


volte di uno specifico mRNA non sempre corrisponde un 
aumento di n volte della proteina. 

Una volta sintetizzate, le molecole proteiche hanno un 
tempo di vita ben definito, che può variare da qualche mi- 
nuto a molti giorni (Tabella 15.1). La velocità di degrada- 
zione (Figura 15.2, ©) varia da un enzima all’altro e dipen- 
de dalle condizioni della cellula. Alcune proteine vengono 
“etichettate” per essere poi degradate nei proteasomi dal 
legame covalente dell’ubiquitina, come si vedrà nel Capi- 
tolo 27 (vedi per esempio il caso della ciclina nella Figu- 
ra 12.47). Un turnover rapido (sintesi seguita da degra- 
dazione) è energeticamente costoso, però le proteine che 
hanno un’emivita breve possono raggiungere nuove con- 
dizioni di stato stazionario molto più velocemente di quel- 
le che hanno un’emivita più lunga, e i vantaggi di questa 
capacità di rapida risposta devono bilanciare o superare i 
costi per la cellula. 


MI Tabella 15.1 Medie di emivita delle proteine dei tessuti 
di mammifero 


Tessuti Emivita (giorni) 
Fegato 0,9 
Rene 1,7 
Cuore 4,1 
Cervello 4,6 
Muscolo 10,7 


(via ubiquitina-proteasoma) 


di molecole enzimatiche preesistenti (da @ a ®), come spiegato in 
dettaglio nel testo. Un singolo enzima può essere regolato da una 
combinazione dei fattori elencati. 


L'attività effettiva di un enzima può essere mutata se- 
questrando l'enzima e il suo substrato in compartimenti 
differenti (Figura 15.2, @). Per esempio, nel muscolo l’e- 
sochinasi non può agire sul glucosio fino a che il glucosio 
dal sangue non entra nei miociti, e la velocità di trasporto 
del glucosio dipende dall’attività dei suoi trasportatori (ve- 
di la Tabella 11.3) nella membrana plasmatica. All’interno 
delle cellule, i compartimenti delimitati da membrane se- 
gregano alcuni enzimi e sistemi enzimatici; quindi il tra- 
sporto dei substrati attraverso le membrane endocellula- 
ri può essere un fattore limitante per l’azione enzimatica. 

Attraverso questi meccanismi di regolazione dei livelli 
degli enzimi, le cellule possono cambiare drasticamente il 
loro corredo enzimatico, in risposta a variazioni delle loro 
necessità metaboliche. Nei vertebrati il fegato è l'organo 
più adattabile. Per esempio, il passaggio da una dieta ric- 
ca di carboidrati a una dieta ricca di lipidi influenza la tra- 
scrizione di centinaia di geni e quindi i livelli di centinaia 
di proteine. Le variazioni globali dell'espressione genica 
possono essere valutate quantitativamente con la tecnica 
del DNA microarray (vedi la Figura 9.23), che mostra l’in- 
tero corredo di mRNA presente in un dato tipo di cellula 
o in un dato organo (il trascrittoma), oppure con la tecni- 
ca dell’elettroforesi bidimensionale (vedi la Figura 3.21), 
che mostra il corredo proteico di un dato tipo di cellula 0 
di un organo (il proteoma). Entrambe le tecniche permet- 
tono di approfondire le nostre conoscenze sulla regolazio- 
ne metabolica. La variazione del proteoma spesso provoca 
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una variazione nella concentrazione e nella composizione 
dei metaboliti, il metaboloma di una cellula (Figura 15.3). 
Il metaboloma di una cellula di E. coli che sta crescendo 
in presenza di glucosio è caratterizzato da poche classi di 
metaboliti: glutammato (49%), nucleotidi, principalmen- 
te ribonucleosidi trifosfato (15%), intermedi della glicolisi, 
del ciclo dell’acido citrico e della via del pentosio fosfato, 
le vie centrali del metabolismo del carbonio (15%) e cofat- 
tori redox e glutatione (9%). 

Una volta che i meccanismi di regolazione che opera- 
no sulla sintesi e sulla degradazione delle proteine hanno 
prodotto una variazione nel numero di molecole enzima- 
tiche all’interno della cellula, l’attività degli enzimi può es- 
sere ulteriormente regolata in altri modi: concentrazione 
del substrato, presenza di effettori allosterici, modifica- 
zioni covalenti o legami con proteine regolatrici, ciascuno 
dei quali è in grado di cambiare l’attività dei singoli enzi- 
mi (Figura 15.2,da@a®). 

Tutti gli enzimi rispondono alla variazione della con- 
centrazione dei loro substrati (Figura 15.2, @). Si ricordi 
che nel caso più semplice di un enzima che obbedisce al- 
la cinetica di Michaelis-Menten, la velocità iniziale della 
reazione è pari alla metà della velocità massima, quando 
il substrato è presente a una concentrazione pari al valo- 
re di K,, (cioè quando l'enzima per metà è saturato con il 
substrato). L'attività diminuisce a [S] più basse, e quando 
[S] << Km la velocità della reazione dipende linearmen- 
te da [S]. 

La correlazione tra [S] e K,, è importante perché le 
concentrazioni intracellulari del substrato sono spesso 
dello stesso ordine di grandezza della K,,, 0 inferiori. Per 


UDP-glucosio 


UDP N-acetilglucosammina 


Altri metaboliti 
del metabolismo 3 


centrale del carbonio 
6-Fosfogluconato —% 


ui Altri 


Esosi fosfati — 


Fruttosio 
1,6-bisfosfato | 


Glutatione sisltaro— be TT 7/1 


Glutatione _| 


Altri metaboliti 
delle reazioni redox 


Altri nucleotidi 
—- L) 


IIa 


— Aspartato 
Valina 
Glutammina 


PATP La Alanina 


Altri amminoacidi 


D Amminoacidi 
OD Nucleotidi 
O NAD(P)(H) 
D Glutatione 
MI Vie centrali del metabolismo del carbonio 


O Altri intermedi di vie centrali 
del metabolismo del carbonio 


Figura 15.3 Metaboloma dell’E. coli che sta crescendo in 
presenza di glucosio. Rappresentazione schematica delle quantità 
dei 103 metaboliti valutate mediante una combinazione di 
cromatografia liquida e spettrometria di massa (LC-MS/MS). 


CAPITOLO 15 


Principi di regolazione metabolica 607 


100 


(CEN 
9 
N 


104 


1076 


Concentrazione del metabolita (M) 


108 
108 1076 104 10 10° 
Km (M) 
= NAD+ ® NADPH ® Reazioni di degradazione 
® ATP * Altro ® Vie centrali del metabolismo del carbonio 


Figura 15.4 Confronto tra K,, e concentrazione del substrato 
per alcuni enzimi metabolici. Le concentrazioni dei metaboliti in 
cellule di E. coli che stanno crescendo in presenza di glucosio sono 
riportate nel grafico in funzione della K,, degli enzimi che utilizzano 
quel metabolita. La linea continua è la linea di equivalenza (a cui la 
concentrazione del metabolita è uguale al valore di Km), mentre le 
linee tratteggiate indicano una differenza di 10 volte dal punto di 
equivalenza. 


esempio, l’attività dell’esochinasi varia con la [glucosio] 
intracellulare che a sua volta varia con la concentrazione 
del glucosio nel sangue. Come vedremo, le diverse forme 
di esochinasi (isozimi) hanno diversi valori di K,, e quindi 
rispondono diversamente alle variazioni della concentra- 
zione intracellulare del glucosio, in un modo strettamen- 
te inerente alla logica fisiologica. In molte reazioni di tra- 
sferimento del gruppo fosforico dall’ATP e in reazioni re- 
dox che utilizzano il NADPH o il NAD', la concentrazione 
dei metaboliti è molto al di sotto della K,, (Figura 15.4). 
Questi cofattori non sembrano essere i fattori limitanti in 
questo tipo di reazioni. 


& Attività di un trasportatore del glucosio 


Se il valore della K, (l'equivalente della K,,) per il traspor- 
tatore del glucosio del fegato (GLUT2) è 40 mm, calcolate 
l’effetto dell'aumento della concentrazione del glucosio da 
3 mm a 10 mm sulla velocità del flusso del glucosio in un 
epatocita. 


Soluzione Useremo l’Equazione 11.1 (pagina 418) per tro- 
vare la velocità iniziale (flusso) della captazione del glu- 
cosio. 

Vmax[Slesterno 


Vo = 
K ns [Slesterno 
A 3 mm glucosio 


Vo = Vinax (3 mm)/(40 mm + 3 mm) 
= Vmax (3 mm/43 mm) = 0,07 Vinax 
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A 10 mm glucosio 


Vo = Vinax (10 mm)/(40 mm + 10 mm) 
= Vmax (10 mm/50 mm) = 0,20 Vnax 


Quindi un aumento della concentrazione del glucosio 
ematico da 3 a 10 mm provoca un aumento della velocità 
del trasporto nell’epatocita di un fattore 0,20/0,07 = 3. 


attività enzimatica può essere aumentata o diminuita 
da effettori allosterici (Figura 15.2, tappa @; vedi la Fi- 
gura 6.34). 

Gli effettori allosterici possono aumentare o diminui- 
re a causa dell’attività degli enzimi e convertono cineti- 
che iperboliche in cinetiche sigmoidali, o viceversa (vedi 
la Figura 15.16b, per esempio). Nella parte più ripida del- 
la curva, una piccola variazione della concentrazione del 
substrato, o dell’effettore allosterico, può avere una forte 
influenza sulla velocità della reazione. Come si è visto nel 
Capitolo 5 (pagina 176), la cooperatività di un enzima al- 
losterico può essere espressa dal suo coefficiente di Hill. 
Maggiore è il valore del coefficiente di Hill, maggiore è il 
grado di cooperatività. Per un enzima allosterico con un 
coefficiente di Hill di 4, l’attività aumenta da un valore 
pari al 10% della Va fino a uno pari al 90% di Va in se- 
guito a un incremento di solo 3 volte della [S]; al contra- 
rio un enzima non allosterico con un coefficiente di Hill 
pari a 1 (Tabella 15.2) nelle stesse condizioni determina 
un aumento della velocità di 81 volte. 

Le modificazioni covalenti degli enzimi o di altre protei- 
ne (Figura 15.2, ©) si verificano in pochi secondi o minuti 
dall’arrivo di un segnale regolatore, di solito extracellulare. 
Le modificazioni covalenti più comuni sono le fosforilazio- 
ni e le defosforilazioni (Figura 15.5). Oltre la metà delle pro- 
teine di una cellula eucariotica è fosforilata in determinate 
circostanze. La fosforilazione da parte di una specifica pro- 
teina chinasi può alterare le caratteristiche elettrostatiche 
del sito attivo di un enzima, determinando l’allontanamen- 
to da questo sito di regioni inibitorie dello stesso enzima, 0 
modificare l'interazione dell’enzima con altre proteine, op- 
pure forzare l'acquisizione di una conformazione che si tra- 
duce poi in una variazione della V.,ax 0 della K. Affinché la 
modificazione covalente possa essere un utile meccanismo 
di regolazione occorre che la cellula sia in grado di ricon- 
durre l’enzima al suo stato di attività originaria. A questo 
scopo una famiglia di fosfoproteine fosfatasi, alcune delle 
quali sono a loro volta regolate, catalizza la defosforilazio- 
ne delle fosfoproteine. 


MI Tabella 15.2 Relazione tra il coefficiente di Hill e l’effetto 
della concentrazione del substrato sulla 
velocità di reazione degli enzimi allosterici 


Coefficiente Aumento della [S] richiesta 
di Hill per aumentare V, dal 10% al 90% 
(np) della V,ax 
0,5 X6600 
1,0 X81 
2,0 X9 
3,0 X4,3 
4,0 X3 
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Figura 15.5 Fosforilazione e defosforilazione delle proteine. 
Le proteina chinasi trasferiscono un gruppo fosforico dall’ATP a un 
residuo di Ser, Thr o Tyr di un enzima o di un'altra proteina substrato. 
Le proteine fosfatasi rimuovono il gruppo fosforico e liberano P; 
(fosfato inorganico). 


Infine, molti enzimi sono regolati da un meccanismo 
di associazione e dissociazione con un’altra proteina re- 
golatrice (Figura 15.2, ®). Per esempio, la proteina chi- 
nasi AMP ciclico dipendente (PKA; vedi la Figura 12.6) 
rimane inattiva, fino a che il legame con il CAMP non se- 
para la subunità catalitica da quella regolatrice (inibito- 
ria) dell’enzima. 

Questi meccanismi che alterano il flusso a livello di una 
tappa in una via metabolica non si escludono l’un l’altro. 
È molto frequente che uno stesso enzima venga regolato, 
oltre che a livello trascrizionale, anche allostericamente e 
per modificazione covalente. insieme di più meccanismi 
rende la regolazione più efficiente, veloce e capace di ri- 
spondere a un ampio spettro di segnali. 

Nella discussione che segue bisogna tener presente che 
le variazioni delle attività enzimatiche svolgono due ruoli 
distinti, anche se complementari. Useremo il termine re- 
golazione metabolica per riferirci a quei processi che ser- 
vono a mantenere l’omeostasi a livello molecolare, in altri 
termini a mantenere alcuni parametri cellulari (per esem- 
pio la concentrazione di un metabolita) nella condizione 
di stato stazionario, anche se cambia il flusso dei metabo- 
liti attraverso la via metabolica. Invece useremo il termi- 
ne controllo metabolico per riferirci a quei processi che 
provocano una variazione del prodotto finale di una via 
metabolica, in risposta a stimoli esterni. Questa distinzio- 
ne, anche se utile, non è sempre facile a farsi. 


e più comuni punti di regolazione nella cellula 
sono le reazioni lontane dall’equilibrio 

Alcune tappe di una via metabolica sono vicine all’equili- 
brio, pur essendo la cellula in una condizione di stato sta- 
zionario dinamico (Figura 15.6). Il flusso netto di metabo- 
liti a livello di queste reazioni è determinato da piccole dif- 
ferenze nelle velocità della reazione verso destra e verso 
sinistra, che diventano uguali quando la reazione è vicina 
all’equilibrio. Piccole variazioni nella concentrazione del 
substrato o del prodotto possono produrre forti variazio- 
ni della velocità complessiva, o anche invertire la direzio- 
ne del flusso. Possiamo identificare queste reazioni che si 
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velocità netta: 10 10 10 


Figura 15.6 Tappe all'equilibrio e lontane dall’equilibrio di una 
via metabolica. Le tappe @ e © della via metabolica sono nella 
cellula vicine all'equilibrio; per ogni tappa, la velocità della reazione 
(V) verso destra è solo leggermente più elevata della reazione verso 
sinistra, quindi la velocità netta verso destra (10) è relativamente 
bassa e la variazione di energia libera, AG, è vicina a zero. Un aumento 
di [C] e [D] può invertire la direzione del flusso. Lo stadio ® viene 
mantenuto dalla cellula in una condizione lontana dall'equilibrio; la 
velocità della reazione verso destra è nettamente superiore a quella 
verso sinistra. La velocità netta della tappa © (10) è molto più elevata 
della velocità verso sinistra (0,01), ed è identica alla velocità netta 
delle tappe @ e © nella condizione di stato stazionario. La tappa @ 
ha un AG negativo molto elevato. 


trovano vicine all'equilibrio confrontando il rapporto di 
azione di massa, Q, con la costante di equilibrio della rea- 
zione, K'.y. Si ricordi che per la reazione A+B—+C + D, 
Q= [C][D]/TA]/[B]. Se Q e K", differiscono di 1 0 2 ordini 
di grandezza, la reazione è vicina all'equilibrio. È questo 
il caso di 6 delle 10 reazioni della glicolisi (Tabella 15.3). 
Nella cellula altre reazioni si trovano invece lontane 
dall’equilibrio. Per esempio, la K'.j della reazione cataliz- 
zata dalla fosfofruttochinasi-1 (PFK-1) è di circa 1000, ma 
negli epatociti la Q [fruttosio 1,6-bisfosfato][ADP]/|[frut- 
tosio 6-fosfato]/[ATP] è di circa 0,1 (Tabella 15.3). Una rea- 
zione così lontana dall’equilibrio è esoergonica nelle con- 
dizioni cellulari, e tende a procedere verso l'accumulo dei 
prodotti. La reazione si mantiene lontana dall’equilibrio 
perché, alle concentrazioni cellulari dei substrati, dei pro- 
dotti e degli effettori, la velocità di conversione del frut- 
tosio 6-fosfato in fruttosio 1,6-bisfosfato è limitata dall’at- 
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tività della PFK-1, che a sua volta dipende dal numero di 
molecole di enzima presenti e dall’azione dei suoi effetto- 
ri allosterici. Quindi il flusso netto nella direzione dei pro- 
dotti della reazione diventa così uguale al flusso netto de- 
gli intermedi glicolitici attraverso le altre tappe della via 
metabolica, mentre il flusso inverso della reazione cataliz- 
zata dalla PFK-1 rimane vicino a zero. 

La cellula non può consentire che le reazioni che hanno 
un’elevata costante di equilibrio raggiungano l’equilibrio. 
Se le [fruttosio 6-fosfato], [ATP] e [ADP] venissero mante- 
nute a concentrazioni millimolari, cioè basse, e la reazione 
catalizzata dalla PFK-1 potesse raggiungere l'equilibrio au- 
mentando la [fruttosio 1,6-bisfosfato], il valore della con- 
centrazione di questo prodotto dovrebbe essere nell’ordi- 
ne del molare e verrebbero così alterate le condizioni di 
osmolarità della cellula. Consideriamo un altro caso: se la 
reazione ATP > ADP + P; raggiungesse l’equilibrio nella 
cellula, la variazione di energia libera (AG) della reazione 
(AG; vedi l’Esercizio svolto 13.2, pagina 534) sarebbe vi- 
cina a zero, e ’ATP perderebbe l’elevato potenziale di tra- 
sferimento del gruppo fosforico, così importante per gli 
scambi energetici cellulari. È quindi essenziale che gli en- 
zimi che catalizzano la demolizione dell'ATP e altre reazio- 
ni esoergoniche nella cellula rispondano ai meccanismi di 
regolazione, in modo che quando condizioni esterne indu- 
cono modificazioni metaboliche il flusso attraverso questi 
enzimi possa essere adattato, per mantenere la concentra- 
zione dell’ATP molto lontana dall’equilibrio. Quando si ve- 
rificano queste modificazioni metaboliche l’attività enzi- 
matica di tutte le vie metaboliche interconnesse varia, in 
modo da mantenere queste reazioni cruciali lontane dall’e- 
quilibrio. Quindi non sorprende che molti enzimi (come 
la PFK-1) che catalizzano reazioni fortemente esoergoni- 
che siano soggette a vari meccanismi regolatori. La mol- 
teplicità delle regolazioni è così elevata che diventa pres- 
soché impossibile prevedere se un enzima che fa parte di 
una via metabolica abbia un ruolo rilevante nel determi- 


M Tabella 15.3 Costanti di equilibrio, coefficienti di azione di massa e variazioni di energia libera nel metabolismo dei carboidrati 


Rapporto di azione 


di massa, Q a 
n Reazioni vicine AG” (kJ/mole) 

Enzima Keq Fegato Cuore all’equilibrio în vivo?* (kJ/mole) nel cuore 
Esochinasi 1Xx 105 2Xx 1072 8 x 1072 No —17 27 
PFK-1 1,0 x 10° 9X107 3Xx 1072 No —14 —23 
Aldolasi 10x10 1,2 x 10° 9 Xx 105 Sì +24 -6,0 
Triosio fosfato isomerasi 4X 10% aj 2,4 x 10° Sì +75 +3,8 
Gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi 2 X 103 6 X 10° 9,0 Sì -13 +3,5 
+ fosfoglicerato chinasi 
Fosfoglicerato mutasi 1 x 107 1x 1071 1,2 x 107 Sì +4,4 +0,6 
Enolasi 3 2,9 1,4 Sì —-3,2 —-0,5 
Piruvato chinasi 2 X 10% 7 Xx 10 40 No —31,0 17 
Fosfoglucosio isomerasi 4X 100° 31x10 2,4 x 10° Sì +2,2 14 
Piruvato carbossilasi 7 1X 10 = No —-5,0 —23 
+ PEP carbossichinasi 
Glucosio 6-fosfatasi 8,5 x 10° 1,2 X 10° 7 Sì —17 —5,0 


Fonte: i valori di K'j e Q sono stati tratti da Newsholme, E.A. e Start, C. (1973) Regulation in Metabolism, Wiley Press, N.Y., pp. 97, 263.I valori di AG e di AG'° so- 


no stati calcolati a partire da questi dati. 


* Per semplicità, ogni reazione per la quale il valore assoluto del AG calcolato è risultato inferiore a 6 è considerata vicina all’equilibrio. 


* Dati non disponibili. 
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nare il flusso netto dell’intera via, semplicemente esami- 
nando le sue proprietà. Questo complesso problema può 
essere affrontato con l’aiuto dell’analisi del controllo me- 
tabolico, come descritto nella Sezione 15.2. 


e Inucleotidi adeninici hanno un ruolo speciale nella 
regolazione metabolica 

Oltre alla protezione del DNA dal danno, forse non c’è nul- 
la di più importante per una cellula se non mantenere co- 
stanti l’apporto e la concentrazione di ATP Le K,, di mol- 
ti enzimi che utilizzano l’ATP hanno valori che variano da 
0,1 a 1mw, mentre la concentrazione di ATP in una tipica 
cellula varia da 5 a 10 mx circa (Figura 15.4). Se la [ATP] 
diminuisse significativamente, questi enzimi non sareb- 
bero più saturati dal loro substrato (ATP) e le velocità di 
centinaia di reazioni che richiedono energia metabolica 
diminuirebbero significativamente (Figura 15.7). Proba- 
bilmente la cellula non sopravviverebbe a un tale effetto 
cinetico su così tante reazioni. 

Labbassamento della [ATP] ha anche un’importante 
conseguenza di ordine termodinamico. Poiché ’ATP viene 
convertito in ADP o AMP quando viene “speso” per com- 
piere un lavoro cellulare, il rapporto [ATP]/[ADP] influen- 
za profondamente tutte le reazioni che utilizzano questi 
due nucleotidi (lo stesso vale per altri importanti cofatto- 
ri, come NADH/NAD* e NADPH/NADP*). Consideria- 
mo, per esempio, la reazione catalizzata dall’esochinasi: 


ATP + glucosio > ADP + glucosio 6-fosfato 
[ADP]eg[glucosio 6-fosfato]eg 


a =" =2X103 
È [ATP]eg[glucosio]eg 


Si noti che questa espressione della K'.j è valida solo se i 
reagenti e i prodotti si trovano alle loro concentrazioni di 
equilibrio, a cui corrisponde un valore di AG' = 0. In qua- 
lunque altra combinazione di concentrazioni dei substrati 
e dei prodotti AG’ non è zero. Si ricordi (Capitolo 13) che 
il rapporto tra i prodotti e i substrati (il rapporto di azione 
di massa, Q) determina il valore e il segno di AG' e quindi 
la forza trainante della reazione: 


[ADP][glucosio 6-fosfato] 
[ATP][glucosio] 


AG' = AG'° + RTIn 


Poiché ogni variazione della forza trainante influenza pro- 
fondamente ogni reazione che coinvolge l’ATB, gli organi- 
smi hanno dovuto evolvere meccanismi che rispondono al 
rapporto [ATP]/[ADP]. 

La concentrazione dell’AMP è un indicatore dello sta- 
to energetico della cellula più sensibile della stessa [ATP]. 
Normalmente, nelle cellule la concentrazione dell’ATP (da 
5 a 10 mm) è di gran lunga più elevata di quella dell’AMP 
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Figura 15.7 Effetto della concentrazione dell'ATP sulla 
velocità iniziale di un tipico enzima ATP-dipendente. Da 
questi dati sperimentali risulta che la K, per l’ATP è pari a 5 mm. La 
concentrazione dell'ATP nei tessuti animali è circa 5 mm. 


(<0,1 mm). Se qualche processo (per esempio la contra- 
zione muscolare) consuma ATP AMP può essere pro- 
dotto attraverso due reazioni distinte. Dapprima l’idro- 
lisi dell’ATP produce ADP, quindi la reazione catalizzata 
dall’adenilato chinasi produce AMP: 


2ADP > ATP + AMP 


Se viene consumato il 10% dell'ATP, l'aumento relativo del- 
la [AMP] è notevolmente maggiore di quello della [ADP] 
(Tabella 15.4). Quindi non sorprende che molti proces- 
si di regolazione dipendano anche dalle variazioni del- 
la [AMP]. Probabilmente l’enzima più importante rego- 
lato dall’AMP è la proteina chinasi attivata da AMP 
(AMPK), che risponde all'aumento della [AMP] fosfori- 
lando proteine chiave e modulandone l’attività. L’aumen- 
to della [AMP] può essere causato da una diminuzione 
dell’apporto di nutrienti o dall’esercizio fisico prolunga- 
to. Fazione del’AMPK (da non confondere con la protei- 
na chinasi AMP ciclico-dipendente; vedi la Sezione 15.5) 
incrementa il trasporto del glucosio e l’attività della glico- 
lisi e dell’ossidazione degli acidi grassi; al tempo stesso la 
chinasi rallenta alcuni processi che richiedono energia, co- 
me la sintesi degli acidi grassi, del colesterolo e delle pro- 
teine (Figura 15.8). Tratteremo in dettaglio PAMPK, insie- 
me ai meccanismi molecolari della sua azione sul metabo- 
lismo, nel Capitolo 23. 

Oltre all’ATP vi sono centinaia di intermedi che devono 
essere presenti nella cellula in concentrazioni appropria- 
te. Un esempio: il diidrossiacetone fosfato e il 3-fosfoglice- 


MI Tabella 15.4 Variazioni relative della [ATP] e della [AMP] quando viene consumato l'ATP 


Concentrazione prima 


Nucleotidi del consumo di ATP 
adeninici (mm) 
ATP 5,0 
ADP 1,0 


AMP 0,1 


Concentrazione dopo 
il consumo di ATP 


(mm) Variazione relativa 
4,5 10% 
1,0 0 
0,6 600% 
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Figura 15.8 Ruolo della proteina chinasi attivata dall'AMP 
(AMPK) nel metabolismo dei carboidrati e dei grassi. L'AMPK 

è attivata da elevate [AMP] o basse [ATP], dall'esercizio fisico, dal 
sistema nervoso simpatico (SNS), o dagli ormoni peptidici prodotti 
dal tessuto adiposo (leptina e adiponectina, come descritto in 
dettaglio nel Capitolo 23). Quando viene attivata, l’AMPK fosforila 
le proteine bersaglio e devia in una serie di tessuti il metabolismo 


rato, intermedi della glicolisi, sono precursori rispettiva- 
mente dei triacilgliceroli e della serina. Quando la cellula 
ha bisogno di disporre di questi prodotti, la velocità della 
glicolisi deve essere regolata, in modo da fornire i precur- 
sori senza diminuire la produzione di ATP Lo stesso acca- 
de per mantenere costanti i livelli di altri importanti co- 
fattori, come il NAD* e il NADPH: le variazioni del valore 
del loro rapporto di azione di massa (cioè il rapporto tra la 
concentrazione del cofattore ridotto e ossidato) influenza- 
no l’intero metabolismo cellulare. 

Naturalmente le necessità a livello di organismo intero 
hanno favorito l'evoluzione di particolari meccanismi di re- 
golazione. Nei mammiferi, il cervello praticamente non ha 
riserve di energia e dipende quindi da un apporto costan- 
te di glucosio dal sangue. Se la concentrazione del glucosio 
ematico diminuisce fino alla metà della concentrazione nor- 
male, di 4-5 mm, subentra uno stato di confusione mentale. 
Una diminuzione di cinque volte può essere anche letale. 
Paumento o la diminuzione della concentrazione ematica 
del glucosio stimola il rilascio dell’insulina oppure del glu- 
cagone, due ormoni che modificano il metabolismo e ten- 
dono a riportare la concentrazione del glucosio alla norma. 

La pressione selettiva ha operato a livello evolutivo, 
selezionando meccanismi di regolazione che svolgono le 
seguenti funzioni. 


1. Rendere ottimale l’efficienza dell’utilizzo dei combu- 
stibili metabolici, impedendo che le vie metaboliche 
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dai processi che conservano l'energia, come la sintesi del glicogeno, 
degli acidi grassi e del colesterolo; nei tessuti extraepatici la chinasi 
attiva il metabolismo che utilizza gli acidi grassi come combustibili 

e stimola la gluconeogenesi epatica per fornire glucosio al cervello. 
Nell'ipotalamo, l'AMPK stimola l'assunzione del cibo per ottenere dalla 
dieta sostanze nutrienti. 


siano operative contemporaneamente in direzioni op- 
poste (per esempio la glicolisi e la gluconeogenesi). 

2. Ripartire i metaboliti in modo appropriato tra vie me- 
taboliche alternative (come la glicolisi e la via del pen- 
tosio fosfato). 

3. Fornire il combustibile più adatto al fabbisogno imme- 
diato dell'organismo (glucosio, acidi grassi, glicogeno, 
amminoacidi). 

4. Rallentare le vie biosintetiche quando si accumulano 
i loro prodotti terminali. 


Nei capitoli che seguono verranno forniti molti esempi di 
ciascun tipo di meccanismo di regolazione. 


SOMMARIO 15.1 
Regolazione delle vie metaboliche 
Nelle cellule metabolicamente attive e in stato sta- 
zionario gli intermedi si formano e si consumano a 
uguale velocità. Quando una perturbazione transito- 
ria altera le velocità di sintesi o di degradazione di un 
metabolita, variazioni di attività enzimatiche compen- 
satorie ripristinano la condizione di stato stazionario 
del sistema. 

e Le cellule regolano il loro metabolismo tramite una 
serie di meccanismi che agiscono in tempi che variano 
da meno di un millisecondo a giorni, modulando l’atti- 
vità di molecole già esistenti oppure variando il nume- 
ro delle molecole di uno specifico enzima. 
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e Diversi segnali attivano o inattivano i fattori di trascri- 
zione, che agiscono nel nucleo regolando l’espressione 
genica. Le variazioni del trascrittoma conducono a va- 
riazioni nel proteoma e alla fine nel metaboloma cellu- 
lare e tissutale. 

e In una via metabolica composta da molteplici reazioni, 
come la glicolisi, nelle condizioni di stato stazionario 
alcune reazioni sono praticamente all'equilibrio. Le ve- 
locità di queste reazioni aumentano e diminuiscono in 
funzione della concentrazione del substrato. Altre rea- 
zioni invece sono lontane dall’equilibrio e costituisco- 
no i punti di regolazione dell’intera via metabolica. 

e I meccanismi di regolazione mantengono quasi costan- 
ti i livelli di metaboliti chiave, come l’ATP e il NADH 
nelle cellule e il glucosio nel sangue, facendo corri- 
spondere l'utilizzo e la produzione del glucosio al fab- 
bisogno dell’organismo. 

e I livelli di ATP e AMP riflettono lo stato energetico 
della cellula. Quando il rapporto [ATP]/[AMP] dimi- 
nuisce la proteina chinasi attivata dall’AMP (AMPK) 
stimola una serie di risposte cellulari che generano un 
aumento della [ATP] e una diminuzione della |AMP]. 


Analisi del controllo metabolico 


Studi dettagliati sulla regolazione metabolica non sono 
stati possibili fino a che non si sono chiarite tutte le tappe 
di una via metabolica e non 
sono stati caratterizzati gli en- 
zimi coinvolti. A partire dalla 
scoperta di Eduard Buchner 
(1900 circa) che un estrat- 
to acellulare di lievito era in 
grado di convertire il gluco- 
sio in etanolo e CO,, la ricerca 
biochimica fu incentrata sul 
chiarimento delle tappe della 
glicolisi e sulla purificazione e 
caratterizzazione degli enzimi 
che catalizzano ciascuna tap- 
pa. Verso la metà del XX seco- 
lo, tutti i dieci enzimi della via 
glicolitica erano stati purificati e caratterizzati. Nei cin- 
quant’anni successivi vennero chiarite le regolazioni di 
questi enzimi in risposta a segnali extracellulari attraver- 
so i meccanismi allosterici e di modificazione covalente 
descritti in precedenza. Si riteneva che in una via linea- 
re come la glicolisi uno degli enzimi dovesse essere il più 
lento, e che quindi determinasse la velocità del flusso dei 
metaboliti, o semplicemente flusso, dell’intera via. Per la 
glicolisi si pensò che la PFK-1 dovesse essere l’enzima di 
comando, perché si sapeva che era regolata dal fruttosio 
2,6-bisfosfato e da altri effettori allosterici. 

Con l’avvento della tecnologia dell'ingegneria geneti- 
ca è stato possibile verificare l’ipotesi della “singola tap- 
pa che limita il flusso”, aumentando la concentrazione 
dell’enzima che catalizza la “tappa di comando del flus- 
so” di una via metabolica e verificando se la velocità della 


Eduard Buchner, 
1860-1917 
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via aumenta proporzionalmente. Nella maggioranza dei 
casi il flusso non variava sostanzialmente. L’ipotesi della 
singola tappa che limita il flusso non era quindi corretta. 
Oggi sappiamo che nella maggioranza delle vie metaboli- 
che il controllo del flusso è distribuito tra diversi enzimi, 
e che il contributo di ciascuno di essi al controllo della via 
metabolica varia a seconda delle circostanze: la disponi- 
bilità di materiale di partenza (per esempio il glucosio), 
di ossigeno e di altri prodotti sintetizzati a partire dagli 
intermedi della via (per esempio la sintesi dei nucleoti- 
di necessita di pentosio fosfato, che è prodotto in una via 
dedicata, a partire dal glucosio 6-fosfato); gli effetti di 
metaboliti con funzioni di regolazione; lo stato ormona- 
le dell'organismo (come i livelli di insulina e glucagone). 

Perché siamo interessati a identificare come viene con- 
trollato il flusso attraverso una via metabolica? Per com- 
prendere i meccanismi di azione degli ormoni e dei farma- 
ci, o le patologie determinate da un’alterata regolazione 
metabolica, dobbiamo sapere dove si esercita il controllo. 
Se si vuole sviluppare un farmaco che stimola o inibisce 
una via metabolica, il bersaglio più logico è l’enzima che 
ha il maggior impatto sul flusso della via. Anche la bioin- 
gegnerizzazione di un microrganismo indirizzata alla pro- 
duzione di una sostanza di valore commerciale (vedi pagi- 
na 331) richiede la conoscenza di che cosa limita il flusso 
dei metaboliti verso quel prodotto. 


e Sipuòdeterminare sperimentalmente l’effetto di ciascun 
enzima sul flusso attraverso una via metabolica 

Esistono diversi modi per determinare sperimentalmen- 
te come una variazione dell’attività di un enzima di una 
via metabolica influenzi il flusso complessivo attraverso la 
via. Si consideri il risultato sperimentale della Figura 15.9. 
Quando un campione di fegato di ratto viene omogenato 
in modo da rilasciare gli enzimi solubili, l’estratto cataliz- 
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Figura 15.9 Dipendenza del flusso glicolitico inun omogenato 
di fegato di ratto dall’aggiunta di enzimi. Enzimi purificati sono 
stati aggiunti a un estratto di fegato di ratto, in grado di catalizzare 
la glicolisi in vitro, nelle quantità indicate in ascissa. Sull'ordinata è 
riportato l'aumento del flusso attraverso la via glicolitica. 
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za la trasformazione del glucosio in fruttosio 1,6-bisfosfa- 
to a una velocità misurabile. (Per semplicità questo espe- 
rimento prende in considerazione solo la prima parte del- 
la via glicolitica.) Se quantità crescenti dell’esochinasi IV 
purificata (glucochinasi) vengono aggiunte all’estratto, la 
velocità della glicolisi aumenta progressivamente. Anche 
l’aggiunta della PFK-1 aumenta la velocità della glicolisi, 
ma non in modo così evidente come accade con l’aggiun- 
ta dell’esochinasi. La fosfoesosio isomerasi purificata non 
ha alcun effetto. Questi risultati suggeriscono che l’esochi- 
nasi e la PFK-1 contribuiscono a regolare il flusso della via 
glicolitica (l’esochinasi più della PFK-1), mentre la fosfoe- 
sosio isomerasi non ha alcun effetto. 

Si possono condurre simili esperimenti con cellule in- 
tatte o organismi, utilizzando inibitori o attivatori specifi- 
ci, in modo da variare l’attività di un enzima e verificando 
l’effetto sul flusso di una via metabolica. La quantità di un 
enzima si può anche alterare geneticamente. Con la bio- 
ingegneria si può ottenere una cellula capace di sintetiz- 
zare copie extra dell'enzima in esame, oppure esprimere 
una forma dell’enzima meno attiva dell'enzima normale. 
Laumento della concentrazione di un enzima ottenuto per 
manipolazione genetica talvolta determina un aumento si- 
gnificativo del flusso, talvolta è senza effetto. 

Tre parametri fondamentali, che insieme descrivono la 
risposta di una via al variare delle circostanze metaboliche, 
costituiscono l'essenza dell'analisi del controllo metabo- 
lico. Rivolgeremo ora l’attenzione a una descrizione qua- 
litativa di questi parametri e al loro significato nel conte- 
sto di una cellula vivente. Il Box 15.1 fornisce una descri- 
zione quantitativa più rigorosa. 


e  Ilcoefficiente di controllo del flusso è una misura 

degli effetti di variazioni dell'attività enzimatica 

sul flusso dei metaboliti attraverso una via metabolica 
Dati quantitativi sul flusso metabolico, ottenuti come de- 
scritto nella Figura 15.9, possono essere utilizzati per cal- 
colare il coefficiente di controllo del flusso, C, relati- 
vo a ciascun enzima di una via metabolica. Questo coef- 
ficiente esprime il contributo relativo di ciascun enzima 
nella determinazione del flusso dei metaboliti attraverso 
la via, detto anche semplicemente flusso, J. Il valore di C 
può variare da 0,0 quando l’enzima non ha alcun effetto 
sul flusso a 1,0 quando l’enzima ha un effetto massimo. 
Un enzima può anche avere un coefficiente di controllo 
del flusso negativo. Nelle vie metaboliche divergenti un 
enzima appartenente a una delle diramazioni, sottraen- 
do intermedi all’altra diramazione, può avere un impatto 
negativo sul flusso dell’altra diramazione (Figura 15.10). 
C non è una costante e non è riferibile ai singoli enzimi. 
È una funzione dell’intero sistema degli enzimi, e il suo 
valore dipende dalla concentrazione dei substrati e de- 
gli effettori. 

Quando i dati sperimentali sulla glicolisi in estratti di 
fegato di ratto (Figura 15.9) sono stati studiati con questo 
tipo di analisi, sono stati calcolati coefficienti di control- 
lo del flusso (con gli enzimi alle concentrazioni presenti 
nell’estratto) e sono risultati pari a 0,79 per l’esochinasi, 
0,21 per la PEK e 0,0 per la fosfoesosio isomerasi. Non può 
essere dovuto al caso che la somma dei coefficienti sia 1,0. 
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Figura 15.10 Coefficiente di controllo del flusso, C, in una via 
metabolica ramificata. In questa semplice via, l'intermedio B può 
avere due destini metabolici. Poiché la reazione B—+ E sottrae B dalla 
via A + D, essa controlla la via. Per questo motivo la reazione B + E 
ha un coefficiente di controllo del flusso negativo. Si noti che la 
somma dei quattro coefficienti è uguale a 1,0, come deve essere per 
ogni ben definito sistema polienzimatico. 


Si può dunque affermare che per ogni via metabolica ben 
definita, la somma dei valori dei coefficienti di controllo 
deve essere uguale all'unità. 


e Ilcoefficiente di elasticità è correlato alla risposta 
dell'enzima alle variazioni della concentrazione dei 
metaboliti o dei composti regolatori 

Un secondo parametro, il coefficiente di elasticità, £, 

esprime quantitativamente la risposta di un singolo en- 

zima alle variazioni di concentrazione di un metabolita 0 

di un regolatore; è una funzione delle proprietà cinetiche 

intrinseche dell’enzima. Per esempio, un enzima con una 

tipica cinetica di Michaelis-Menten mostra una risposta 
iperbolica all'aumento della concentrazione del substrato 

(Figura 15.11). A basse concentrazioni di substrato (cor- 

rispondenti, per esempio, a circa 0,1 K,,), ogni incremen- 

to della concentrazione del substrato comporta un corri- 
spondente aumento della velocità dell’enzima, con un va- 
lore di £ di circa 1,0. A concentrazioni relativamente ele- 

vate di substrato (corrispondenti, per esempio, a circa 10 

volte la K,,), aumento della concentrazione di substrato 

ha scarso effetto sulla velocità della reazione, perché l’en- 


Figura 15.11 Coefficiente di elasticità, €, di un enzima con una 
tipica cinetica di Michaelis-Menten. A concentrazioni di substrato 
nettamente al di sotto di K,,, ogni incremento di [S] produce un 
corrispondente aumento della velocità di reazione, V. In questa parte 
della curva, il valore di e è circa 1,0. A [S] >> Kn l'aumento di [S] ha 
scarso effetto su V; in questo caso il valore di e è vicino a 0,0. 
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Box 15.1£ |) 


I fattori che influenzano il flusso degli intermedi attra- 
verso una via metabolica possono essere determinati 
quantitativamente in modo sperimentale, ed espressi 
in termini che possono essere utilizzati per prevedere le 
variazioni del flusso in seguito a modificazioni di uno dei 
fattori. Si consideri la semplice reazione della Figura 1, 
nella quale il substrato X (per esempio il glucosio) viene 
convertito attraverso diverse tappe nel prodotto Z (per 
esempio il piruvato, tramite la glicolisi). l’ultimo enzima 
della via metabolica è una deidrogenasi (ydh), che agisce 
sul substrato Y. Poiché l’attività delle deidrogenasi si mi- 
sura facilmente (vedi la Figura 13.24), è possibile misurare 
il flusso (7) attraverso questa reazione (/yan) per ottenere 
il flusso dell'intera via metabolica. Possiamo ora variare 
sperimentalmente i livelli di uno dei primi enzimi della via 
(xasi, che agisce sul substrato X) e misurare il flusso dell’in- 
tera via (Jyan) in presenza di diversi livelli dell'enzima xasi. 


tappa multipla, 
6 


xasi , si cappa multipla, Y ydh E 


Frasi N Ivan 
Figura 1 Flusso attraverso un'ipotetica via metabolica a 
più tappe. 


La relazione tra il flusso attraverso la via da X a Z nelle 
cellule intatte e la concentrazione di ciascun enzima della 
via dovrebbe essere iperbolica, con un flusso pratica- 
mente nullo quando l’attività dell'enzima è infinitamente 
bassa e un flusso massimo per valori dell’attività dell’en- 
zima molto alti. Se si riportano i valori di /yan in funzione 
della concentrazione dell’enzima xasi, E, la variazione 
del flusso per una piccola variazione del livello dell’en- 
zima è 0Jyan/dExasi, che corrisponde semplicemente alla 
tangente alla curva a qualunque concentrazione dell’en- 
zima E,.y, e tende a zero a concentrazioni saturanti di 
E.asi: A basse concentrazioni di E,.s; la pendenza della 
curva è ripida; il flusso aumenta molto anche per un 
piccolo incremento dell’attività dell'enzima. A concentra- 
zioni elevate di F,,; la pendenza è nettamente inferiore e 
il sistema risponde in misura minore all’aggiunta di xasi, 
in quanto l’enzima è già presente in eccesso rispetto agli 
altri della via metabolica. 


zima è già saturato dal substrato. In questo caso l’elastici- 
tà si avvicina a zero. Per gli enzimi allosterici che mostra- 
no una cooperatività positiva, e può superare il valore di 
1,0, ma non può mai superare il valore del coefficiente di 
Hill, di norma tra 1 e 4. 


e Ilcoefficiente della risposta esprime l'effetto di un fattore 
esterno sul flusso di una via metabolica 

Possiamo ora derivare un’espressione quantitativa che ci 
dia una misura dell’impatto di un fattore esterno (come un 
ormone o un fattore di crescita), che non sia né un meta- 
bolita né un enzima della via metabolica, sul flusso della 
via metabolica. L'esperimento misura il flusso nella via (in 
questo caso la glicolisi), a vari livelli del parametro P (per 
esempio, la concentrazione dell’insulina), al fine di ottene- 
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Il controllo metabolico: aspetti quantitativi 


Per mostrare quantitativamente la dipendenza del flusso 
della via metabolica, 0Jyan da 0Easi, si potrebbe usare il 
rapporto d/yan/dE,as. Però, la sua utilità è limitata, perché 
il suo valore dipende dalle unità usate per esprimere il 
flusso e l’attività enzimatica. Esprimendo le variazioni 
frazionali del flusso e dell’attività enzimatica, 0Jyan/0Jyan 
€ dE,asi/0E,asi, si Ottiene un’espressione adimensionale 
del coefficiente di controllo del flusso, C, in questo 
caso CI: 


Ja — Iva | dErasi 
Casi ia (1) 
Jyah Evasi 
che equivale a 
Chu = Sud, Eros 


xasì 


dExasi J ydh 
che è matematicamente identica a 


a ln Jyan 


d In E xasi 


Cha, me 
Questa equazione consente di determinare il coeffi- 
ciente di controllo del flusso: C $ è la pendenza della 
tangente alla curva di J,an in funzione di E,y, che può 
essere ottenuta riutilizzando i dati della Figura 2a (per 
ottenere i dati della Figura 2b). Si noti che CJ non è 
una costante, perché dipende dal valore iniziale di E,.s, 
da cui si parte per aumentare il livello dell'enzima. Per i 
casi mostrati nella Figura 2, il valore di CJ è circa 1,0in 
corrispondenza del valore più basso di E,.y, ma scende 
a circa 0,2 per valori più alti di E,,,. Un valore di C$% 
pari a 1,0 indica che quella concentrazione dell'enzima 
è in grado di determinare il flusso attraverso la via; un 
valore vicino a 0,0 indica invece che l’enzima non limita 
il flusso attraverso la via. Se il coefficiente di controllo 
del flusso non è maggiore di 0,5, le variazioni dell’attività 
dell'enzima non hanno un effetto significativo sul flusso. 
L’elasticità, e, di un enzima è la misura della variazione 
dell’attività catalitica in funzione della concentrazione 
di un metabolita, substrato, prodotto o effettore. Può 
essere misurata tramite un grafico sperimentale, in cui 
la velocità della reazione catalizzata dall’enzima viene 


re il coefficiente di risposta, R, che esprime la variazione 
della via metabolica al variare di P (insulina). 

I tre coefficienti, C, e ed R, sono correlati tra loro in mo- 
do relativamente semplice: il coefficiente di risposta (R) di 
una via a un fattore esterno che agisce su un determina- 
to enzima è una funzione (1) della sensibilità della via al- 
le variazioni di attività dell'enzima (il coefficiente di con- 
trollo, C) e (2) della sensibilità dell'enzima alle variazioni 
del fattore esterno (l’elasticità, €): 


R=Cce 


Ogni enzima di una via metabolica può essere esaminato 
in questo modo e può essere determinato separatamente 
l’effetto di ognuno dei molti fattori esterni sul flusso del- 
la via. In linea di principio, è possibile prevedere di quan- 
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(a) 


mi. 


Flusso, Jyah 


e 


Concentrazione dell'enzima, E,sj 


Figura 2 Il coefficiente del controllo di flusso. (a) Una tipica 
variazione del flusso di una via metabolica, Jyan misurata a 
livello della tappa catalizzata dall'enzima ydh, in funzione della 
concentrazione dell'enzima xasi, Exa, che catalizza una delle 
prime tappe della via. Il coefficiente di controllo del flusso, in 


riportata in funzione delle concentrazioni dei metaboliti 
prevalenti nella cellula. Attraverso considerazioni analo- 
ghe a quelle utilizzate per derivare C, si può dimostrare 
che £ è la pendenza della tangente alla curva di In Vin 
funzione di In [substrato, o prodotto o effettore]: 


eresi Vasi ° S 
S 
CN Vrrasi 
a In Vasi 
aln S 


Per un enzima che obbedisce alla cinetica classica di 
Michaelis-Menten, il valore di £ è di circa 1 per concen- 
trazioni di substrato inferiori al valore di K,, e tende a rag- 
giungere lo zero quando ci si avvicina alla Vyax. Gli enzimi 
allosterici possono avere valori di elasticità superiori a 1, 
ma non superiori al loro coefficiente di Hill (pagina 176). 
Infine, l’effetto di composti che non appartengono alla 
via metabolica (cioè non metaboliti) può essere misu- 
rato ed espresso come coefficiente di risposta, R. Le 
variazioni del flusso attraverso la via vengono misurate 


to cambierà il flusso di un substrato attraverso una serie 
di passaggi enzimatici al variare di più fattori di control- 
lo esterni alla via. Il Box 15.1 mostra come questi concetti 
qualitativi possano essere tradotti in termini quantitativi. 


e L'analisi del controllo metabolico è stata applicata al 
metabolismo dei carboidrati con risultati sorprendenti 

Lanalisi del controllo metabolico ci fornisce un mezzo per 
considerare la regolazione in termini quantitativi, per in- 
terpretare il significato delle proprietà regolatorie di cia- 
scun enzima appartenente a una via metabolica, per iden- 
tificare le tappe che più influenzano il flusso e infine per 
distinguere i meccanismi di regolazione che mantengono 
costanti le concentrazioni dei metaboliti e i meccanismi 
di controllo che modificano il flusso attraverso la via. Per 
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Db) dn Jyan _ 


dln E 


xasi 


In E 


‘xasi 


corrispondenza di (e,j), è la pendenza del prodotto della tangente 
alla curva, dJyan/dExas, e il rapporto e/j (fattore di incremento). (b) Se 
la stessa curva viene riportata su scala logaritmica, il coefficiente del 
controllo di flusso è la pendenza della tangente alla curva. 


in funzione della concentrazione del parametro P, con R 
definita in modo analogo a quello usato nell’Equazione 
1, per giungere all’espressione 


3 Jyah P 
9 P Jyan 


Utilizzando la stessa logica e gli stessi metodi grafici de- 
scritti sopra per la determinazione di C, si può ottenere 
R come pendenza della tangente alla curva di / in fun- 
zione di P. 

I tre coefficienti descritti possono essere posti in rela- 
zione tra loro dalla semplice equazione: 


R a = 


vl — ho,  Xasi 
Rw=0 ep 


Quindi la risposta di ciascun enzima di una via meta- 
bolica alle variazioni di un fattore di controllo esterno 
dipende da due fattori: il coefficiente di controllo, una 
variabile che misura l’effetto dell'enzima sul flusso della 
via metabolica, e l’elasticità, una proprietà intrinseca 
dell'enzima che riflette la sua sensibilità ai livelli del 
substrato e degli effettori. 


esempio, l’analisi della via glicolitica del lievito ha messo 
in evidenza un coefficiente di controllo del flusso inaspet- 
tatamente basso per la PFK-1, che invece, come si è già vi- 
sto, era stata considerata il punto principale di controllo 
del flusso, la reazione che determina la velocità della glico- 
lisi. Aumentando sperimentalmente il livello della PFK-1 
di cinque volte, il flusso della glicolisi aumenta soltanto 
del 10%, suggerendo che il vero ruolo della PFK-1 non sia 
il controllo del flusso glicolitico, ma l’omeostasi dei meta- 
boliti, in modo da impedire una variazione troppo alta del- 
la loro concentrazione quando il flusso glicolitico aumenta 
in risposta ad aumenti della concentrazione del glucosio 
nel sangue o dell’insulina. Si ricordi che le indagini sulla 
glicolisi in estratti di fegato (Figura 15.9) avevano prodotto 
coefficienti di controllo del flusso in contrasto con quan- 
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to si poteva prevedere; l’esochinasi, e non la PFK-1, è l’en- 
zima più importante per la regolazione del flusso glicoli- 
tico. Occorre però notare che un estratto di fegato è ben 
diverso da una cellula epatica. Nella condizione ottimale 
per lo studio del controllo del flusso bisognerebbe mani- 
polare un enzima per volta all’interno delle cellule viven- 
ti. In molti casi questo è già possibile. 

I ricercatori hanno utilizzato la risonanza magnetica 
nucleare (NMR) come mezzo non invasivo per determi- 
nare la concentrazione del glicogeno e dei metaboliti nel- 
la via metabolica costituita da cinque tappe che converte il 
glucosio del sangue in glicogeno nei miociti (Figura 15.12) 
del muscolo di ratto e umano. È stato trovato che il coeffi- 
ciente di controllo del flusso per la glicogeno sintasi è infe- 
riore rispetto a quello delle tappe catalizzate dal trasporta- 
tore del glucosio (GLUT4) e dall’esochinasi. (Discuteremo 
la glicogeno sintasi e gli altri enzimi del metabolismo del 
glicogeno nelle Sezioni 15.4 e 15.5.) Questa osservazione 
è in contrasto con l’idea che la glicogeno sintasi sia l’en- 
zima che controlla il flusso e suggerisce che l’importanza 
della fosforilazione-defosforilazione della glicogeno sinta- 
si sia da correlarsi col mantenimento della concentrazione 
dei metaboliti, cioè con la regolazione, non con il controllo. 
Due metaboliti, il glucosio e il glucosio 6-fosfato, sono in- 
termedi anche di altre vie metaboliche, tra cui la glicolisi, 
la via del pentosio fosfato e la sintesi della glucosammina. 
Lanalisi del controllo metabolico suggerisce che quando 
il livello del glucosio ematico sale l’insulina agisca aumen- 
tando (1) il trasporto del glucosio nelle cellule, promuo- 
vendo il trasferimento della GLUT4 sulla membrana pla- 
smatica, (2) la sintesi dell’esochinasi, e (3) l’attività della 
glicogeno sintasi mediante una modificazione covalente 


Capillare 


Membrana Miocita 


Glucosio 


vr ad @| esochinasi 


Glucosio 6-fosfato 


CT 


Glucosio 1-fosfato 


| dar. A 
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SS, @ glicogeno 
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Figura 15.12 Controllo della sintesi del glicogeno muscolare a 
partire dal glucosio ematico. L'insulina influenza tre tappe della via, 
ma è l'effetto sul trasporto del glucosio e sull'attività dell'esochinasi, 
e non la variazione dell'attività della glicogeno sintasi, che aumenta il 
flusso verso il glicogeno. 
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(vedi la Figura 15.41). Il primo dei due effetti dell’insulina 
aumenta il flusso del glucosio nella via metabolica (con- 
trollo), mentre il terzo serve per modulare l’attività della 
glicogeno sintasi in modo tale che i livelli dei metaboliti 
(per esempio il glucosio 6-fosfato) non varino sensibilmen- 
te all'aumentare del flusso (regolazione). 


e L'analisi del controllo metabolico suggerisce un metodo 
generale per aumentare il flusso attraverso una via 
metabolica 

Come è possibile ingegnerizzare una cellula, per aumenta- 

re il flusso attraverso una via metabolica senza alterare la 

concentrazione di altri metaboliti o i flussi attraverso altre 
vie metaboliche? Sulla base dell’analisi del controllo meta- 
bolico Henrik Kacser ha ipotizzato più di trent'anni fa che 
ciò sarebbe stato possibile aumentando la concentrazione 
di ciascun enzima della via. La previsione è stata verifica- 
ta e confermata sperimentalmente, ed è risultata in accor- 
do con i meccanismi cellulari di controllo del flusso delle 
vie metaboliche. Per esempio, ratti alimentati con una die- 
ta ricca di proteine eliminano l'eccesso di gruppi amminici 
degli amminoacidi, convertendoli in urea, attraverso il ciclo 
dell’urea (Capitolo 18). L'eliminazione dell’urea aumenta di 
quattro volte, e la quantità di tutti e otto gli enzimi del ciclo 
dell’urea aumenta da due a tre volte. Analogamente, quan- 
do viene stimolata l’ossidazione degli acidi grassi per attiva- 
zione del recettore y attivato dal proliferatore dei perossi- 
somi (PPARY, un fattore di trascrizione attivato da ligando; 
vedi la Figura 21.22), aumenta la sintesi dell’intera gamma 
degli enzimi dell’ossidazione degli acidi grassi. Con la dif- 

fusione della tecnica del DNA microarray, che permette di 

studiare l’espressione in un intero gruppo di geni in risposta 

a diversi tipi di perturbazioni, dovremmo essere in grado di 

accertare se si tratta di un meccanismo generale attraverso 

il quale la cellula mette in atto regolazioni a lungo termine 

del flusso attraverso una via metabolica. 


SOMMARIO 15.2 
Analisi del controllo metabolico 

e [analisi del controllo metabolico dimostra che il con- 
trollo della velocità del flusso dei metaboliti attraverso 
una via si distribuisce tra diversi enzimi della via. 

* Il coefficiente del controllo del flusso, C, è una misura 

determinata sperimentalmente degli effetti della con- 

centrazione di un enzima sul flusso di una via meta- 
bolica multienzimatica. È una caratteristica dell'intero 
sistema, non di un singolo enzima. 

Il coefficiente di elasticità, e, di un enzima è una misu- 

ra determinata sperimentalmente del grado della sua 

risposta alle variazioni di concentrazione di un meta- 
bolita o di una molecola regolatrice. 

Il coefficiente di risposta, R, è una misura della variazio- 

ne del flusso determinata sperimentalmente in risposta 

a un ormone che regola il metabolismo o un secondo 

messaggero, ed è una funzione di C e di g:R = C-£. 

* Alcuni enzimi regolati controllano il flusso attraverso 
una via metabolica, mentre altri riportano i livelli dei 
metaboliti alla norma, in risposta alle variazioni del 
flusso. La prima è un'attività di controllo, la seconda di 
regolazione. 
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e L’analisi del controllo metabolico prevede che il flus- 
so verso uno specifico prodotto aumenti per effetto 
dell'aumento della concentrazione di tutti gli enzimi 
della via: previsione che è stata confermata sperimen- 
talmente. 


Regolazione coordinata della glicolisi 
e della gluconeogenesi 


Nei mammiferi la gluconeogenesi avviene principalmen- 
te nel fegato, dove produce il glucosio che poi verrà espor- 
tato ai tessuti quando hanno esaurito le riserve di glicoge- 
no o nei momenti in cui non vi è apporto di glucosio con la 
dieta. Si è già detto nel Capitolo 14 che la gluconeogenesi 
utilizza diversi enzimi che fanno parte della via glicolitica, 
ma non è l'inverso della glicolisi. Sette delle reazioni della 
glicolisi sono reversibili e gli enzimi che catalizzano que- 
ste tappe fanno parte anche del processo gluconeogenetico 
(Figura 15.13). Tre reazioni della glicolisi sono molto esoer- 
goniche, e quindi sono essenzialmente irreversibili: esse 
sono le reazioni catalizzate dall’esochinasi, dalla PFK-1 
e dalla piruvato chinasi. Tutte e tre hanno una variazione 
di energia libera, AG’, fortemente negativa (nella Tabel- 
la 15.3 sono riportati i valori di AG’ per gli enzimi del mu- 
scolo cardiaco). La gluconeogenesi utilizza altre reazioni 
(deviazioni) che aggirano quelle irreversibili della glicoli- 
si. Per esempio, la conversione del fruttosio 1,6-bisfosfato 
in fruttosio 6-fosfato è catalizzata dalla fruttosio 1,6-bis- 
fosfatasi (FBPasi-1). Le reazioni delle deviazioni hanno 
anch'esse un AG' negativo. 

Se le due vie procedessero contemporaneamente in 
ciascuno dei tre punti dove le reazioni glicolitiche vengo- 
no aggirate da reazioni alternative, proprie della gluconeo- 
genesi, si avrebbe un consumo di ATP senza svolgere al- 
cun lavoro chimico o biologico. Per esempio, se la PFK-1 e 
la FBPasi-1 catalizzano due reazioni opposte: 


PFK-1 
ATP + fruttosio 6-fosfato —— ADP + fruttosio 1,6-bisfosfato 


FBPasi-1 
Fruttosio 1,6-bisfosfato + HX0 ——-> fruttosio 6-fosfato + P; 


la somma delle due reazioni sarebbe 
ATP + H:0— ADP + P; + calore 


cioè un’idrolisi dell’ATP che non produce alcun lavoro me- 
tabolicamente utile. Se le due reazioni potessero procede- 
re in una cellula simultaneamente e a elevata velocità, una 
grande quantità di energia verrebbe dissipata sotto forma 
di calore. Questo processo antieconomico è stato chiamato 
ciclo futile. Come vedremo, tali cicli possono però recare 
qualche vantaggio nel controllo delle vie metaboliche, per 
cui vengono anche chiamati cicli del substrato. La Figura 
15.13 mostra altri due cicli del substrato che intervengono 
negli altri due punti dove le reazioni della gluconeogenesi 
aggirano quelle della glicolisi. 

Vediamo ora in dettaglio i meccanismi che regolano la 
glicolisi e la gluconeogenesi a livello dei tre punti dove le 
due vie differiscono. 


CAPITOLO 15 
Principi di regolazione metabolica 


Glicolisi Gluconeogenesi 
esochinasi glucosio 
6-fosfatasi 
Glucosio 
6-fosfato 


fosfoesosio fosfoesosio 
isomerasi isomerasi 


Fruttosio 
6-fosfato 
fosfo- fruttosio 
fruttochinasi-1 1,6-bisfosfatasi-1 
Fruttosio 


1,6-bisfosfato 


aldolasi aldolasi 
Diidrossiacetone Diidrossiacetone 
fosfato fosfato 
triosio o A fosfato 


(2) Gliceraldeide 
3-fosfato 


isomerasi isomerasi 


fosfato fosfato 
deidrogenasi deidrogenasi 


ceti | gliceraldeide 


(2) 1,3-Bisfosfoglicerato 


fosfoglicerato fosfoglicerato 
chinasi chinasi 


(2) 3-Fosfoglicerato 


fosfoglicerato fosfoglicerato 
mutasi mutasi 


(2) 2-Fosfoglicerato 
enolsi | | enolasi 


(2) Fosfoenolpiruvato Da 


carbossichinasi 


piruvato 
chinasi 
(2) Ossalacetato 


piruvato 
carbossilasi 


(2) Piruvato 


Figura 15.13 Glicolisi e gluconeogenesi. Le vie opposte della 
glicolisi (rosa) e della gluconeogenesi (blu) nel fegato di ratto. 
Rispetto alla glicolisi, tre tappe della gluconeogenesi sono catalizzate 
da enzimi diversi (le “reazioni di deviazione”); sette tappe sono 
catalizzate dagli stessi enzimi in entrambe le vie. Per semplicità sono 
stati omessi i cofattori. 


e  Gliisozimi dell’esochinasi del muscolo e del fegato 

sono regolati differentemente dal loro prodotto, 

il glucosio 6-fosfato 
Lesochinasi catalizza la reazione di ingresso del glucosio 
nella via glicolitica ed è un enzima altamente regolato. Gli 
esseri umani possiedono quattro isozimi dell’esochinasi 
(che vanno da I a IV), codificati da quattro geni diversi. 
Gli isozimi sono proteine diverse che catalizzano la stes- 


Le quattro forme di esochinasi presenti nei tessuti di 
mammifero sono un esempio di una situazione biologica 
che si ripete spesso: una stessa reazione catalizzata da due 
o più forme molecolari dello stesso enzima. Queste forme 
multiple, chiamate isozimi o isoenzimi, si possono tro- 
vare nella stessa specie, nello stesso tessuto o anche nella 
stessa cellula. Le forme diverse dell'enzima (isoforme) 
differiscono in genere per le proprietà regolatorie, per i 
cofattori utilizzati (per esempio NADH o NADPH per gli 
isozimi di deidrogenasi) o per la loro distribuzione subcel- 
lulare (citosolica o di membrana). Gli isozimi possono 
avere sequenze amminoacidiche simili (ma non identi- 
che) e in molti casi hanno un’origine evolutiva comune. 
Uno dei primi enzimi di cui sono state identificate di- 
verse forme isozimatiche è stato la lattato deidrogenasi 
(LDH; pagina 579); nei tessuti dei vertebrati esistono al- 
meno cinque isozimi della LDH separabili elettroforeti- 
camente. Tutti questi isozimi contengono quattro catene 
polipeptidiche (ciascuna con M, pari a 33 500) e ciascuna 
isoforma è costituita da due tipi di catene polipeptidiche 
in un rapporto diverso. Le due catene M (muscolo) e H 
(cuore) sono codificate da geni diversi. 

Nel muscolo scheletrico l’isozima predominante contiene 
quattro catene M, mentre nel cuore l’isozima predomi- 
nante contiene quattro catene H. Altri tessuti hanno di- 
verse combinazioni dei cinque possibili tipi degli isozimi 
LDH: 


Tipo Composizione Localizzazione 

LDH; HHHH Cuore ed eritrociti 

LDH, HHHM Cuore ed eritrociti 

LDH; HHMM Cervello e reni 

LDHy HMMM Muscolo scheletrico e fegato 
LDH; MMMM Muscolo scheletrico e fegato 


Le differenze nel contenuto di isozimi dei tes- 
g suti possono essere utilizzate per stabilire la 
gravità del danno provocato da un infarto mio- 

cardico (attacco di cuore). Il danno al tessuto cardiaco 
consiste nel rilascio dell'’LDH tipico del cuore nel sangue. 


sa reazione (Box 15.2). La forma predominante nei mio- 
citi (l’esochinasi II) ha un’elevata affinità per il glucosio, 
ed è per metà saturata a una concentrazione di glucosio 
pari a 0,1 mm. Poiché il glucosio che entra nei miociti dal 
sangue (dove la concentrazione varia da 4 a 5 mw) deter- 
mina nelle cellule una concentrazione di zucchero suffi- 
cientemente elevata da saturare l’esochinasi II, l'enzima 
normalmente agisce alla sua velocità massima. Lesochi- 
nasi I e l’esochinasi II sono inibite allostericamente dal 
loro prodotto, il glucosio 6-fosfato, quindi se la concentra- 
zione del glucosio 6-fosfato oltrepassa il livello normale, i 
due enzimi vengono temporaneamente e reversibilmente 
inibiti, in modo che la velocità di formazione del gluco- 
sio 6-fosfato e la velocità di utilizzo si equivalgano, rista- 
bilendo così la condizione di stato stazionario. 
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Subito dopo un attacco cardiaco aumenta il livello ema- 
tico della LDH totale e il livello dell’LDH; è più elevato 
rispetto a quello dell’LDH,. Dopo 12 ore le quantità del- 
PLDH; e dell'LDH; sono simili, e dopo 24 ore il livello 
dell’LDH; è maggiore di quello dell’ LDH;. La variazione 
del rapporto [LDH;]/]LDH;], insieme con l'aumento 
della concentrazione nel sangue di un altro enzima car- 
diaco, la creatina chinasi, è un segno evidente di un in- 
farto miocardico recente. © 

Gli isozimi hanno differenti valori della V,,ax e della Ko 
in particolare per il piruvato. Le proprietà dell’LDH,y 
favoriscono la rapida riduzione a lattato anche di con- 
centrazioni molto basse di piruvato nel muscolo schele- 
trico, mentre le proprietà dell’isozima LDH, favoriscono 
la rapida ossidazione del lattato a piruvato nel cuore. 
In genere la distribuzione di differenti isozimi di un dato 
enzima dipende da almeno quattro fattori. 


1. Vie metaboliche diverse in organi diversi. Per la glico- 
geno fosforilasi, gli isozimi del muscolo scheletrico e 
del fegato hanno diverse proprietà regolatorie, che 
riflettono i diversi ruoli della demolizione del glico- 
geno nei due tessuti. 

2. Localizzazioni e ruoli metabolici diversi degli isozimi 
in una stessa cellula, per esempio gli isozimi della 
isocitrato deidrogenasi del citosol e dei mitocondri 
(Capitolo 16). 

3. Differentistadi di sviluppo nei tessuti embrionali o fetali 
e nei tessuti dell’adulto. Per esempio, il fegato fetale ha 
una caratteristica distribuzione degli isozimi della 
LDH, che cambia man mano che l’organo si sviluppa 
verso la forma adulta. Alcuni enzimi del catabolismo 
del glucosio nelle cellule cancerose hanno le caratte- 
ristiche degli isozimi fetali, non degli isozimi dell’a- 
dulto. 

4. Risposte diverse degli isozimi ai modulatori allosterici. 
Questa differenza è utile per regolare la velocità del 
metabolismo. Lesochinasi IV (glucochinasi) del fe- 
gato e gli isozimi degli altri tessuti differiscono per 
la sensibilità all’inibizione da parte del glucosio 6-fo- 
sfato. 


I differenti isozimi dell’esochinasi del fegato e del mu- 
scolo riflettono i differenti ruoli di questi due organi nel 
metabolismo dei carboidrati. Il muscolo consuma il gluco- 
sio per produrre energia, mentre il fegato mantiene l’omeo- 
stasi del glucosio ematico, consumando o producendo glu- 
cosio a seconda della sua concentrazione nel sangue. L'iso- 
zima predominante nel fegato è l’esochinasi IV (glucochi- 
nasi), che differisce per tre importanti aspetti dalle esochi- 
nasi I-II del muscolo. Primo, la concentrazione del gluco- 
sio alla quale l’esochinasi IV è per metà saturata (10 mw) è 
più elevata della normale concentrazione del glucosio ema- 
tico. Un trasportatore del glucosio efficiente negli epatociti 
(GLUT2) mantiene equilibrata la concentrazione del gluco- 
sio nel citosol e quella nel sangue (vedi la Figura 11.31 per 
la cinetica del trasportatore del glucosio, GLUT?, negli eri- 
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Esochinasi I 


Esochinasi IV 
(glucochinasi) 


Attività enzimatica relativa 


10 15 


Concentrazione di glucosio (mM) 


20 


Figura 15.14 Confronto tra le proprietà cinetiche 
dell’esochinasi IV (glucochinasi) e dell’esochinasi I. Si noti 
l'andamento sigmoide per l'esochinasi IV e il valore molto più basso 
di K,, dell'esochinasi I. Quando il glucosio nel sangue raggiunge la 
concentrazione di più di 5 mm, l'attività dell'esochinasi IV aumenta, 
ma a questo valore l'esochinasi | ha quasi raggiunto Vmax e perciò non 
è in grado di rispondere all'aumento della concentrazione di glucosio. 
Le esochinasi I, Il e Ill hanno proprietà cinetiche simili. 


trociti), quindi l'elevata K,, dell’esochinasi IV fa sì che l’en- 
zima possa essere regolato dai livelli di glucosio del sangue 
(Figura 15.14). Quando la concentrazione di glucosio nel 
sangue è elevata, come accade dopo un pasto ricco di car- 
boidrati, l’eccesso di zucchero viene trasportato negli epa- 
tociti, dove l’esochinasi IV lo converte in glucosio 6-fosfato. 
Poiché l’esochinasi IV non è saturata a una concentrazione 
di glucosio di 10 mx, la sua attività continua ad aumentare 
man mano che la concentrazione del glucosio si eleva, fino 
a raggiungere valori di 10 mm e oltre. In condizioni di scarsa 
disponibilità di glucosio, la sua concentrazione negli epato- 
citi è bassa, rispetto alla K,, dell’esochinasi IV, e il glucosio 
generato tramite la gluconeogenesi lascia la cellula prima 
di essere fosforilato. 

Secondo, l’esochinasi IV non è inibita dal glucosio 6-fosfa- 
to e può quindi continuare a operare anche quando l’ac- 
cumulo di glucosio 6-fosfato inibisce completamente le 
esochinasi I-III. Infine, l’esochinasi IV viene inibita quan- 
do si lega a una proteina regolatrice specifica del fegato 
(Figura 15.15). Il legame è molto più forte in presenza 
dell’effettore allosterico fruttosio 6-fosfato. Il glucosio 
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compete con il fruttosio 6-fosfato per il legame e provoca 
la dissociazione della proteina regolatrice dall’esochina- 
si, rimuovendo l’inibizione. Subito dopo un pasto ricco di 
carboidrati, quando il livello del glucosio ematico è eleva- 
to, il glucosio entra negli epatociti tramite il GLUT?2 e atti- 
va l’esochinasi IV mediante questo meccanismo. Durante 
il digiuno, quando il livello del glucosio ematico scende al 
di sotto di 5 mm, il fruttosio 6-fosfato va a inibire l’esochi- 
nasi IV attraverso la sua associazione con la proteina re- 
golatrice, in modo che il fegato non possa competere con 
altri organi per lo scarso glucosio disponibile. Il meccani- 
smo di inibizione operato dalla proteina regolatrice è in- 
teressante: la proteina àncora l’esochinasi IV all’interno 
del nucleo, dove rimane segregata e quindi separata dagli 
altri enzimi citosolici della glicolisi (Figura 15.15). Quan- 
do la concentrazione del glucosio nella cellula aumenta, il 
glucosio citosolico si equilibra con il glucosio nel nucleo, 
in cui entra attraverso i pori nucleari. Il glucosio causa la 
dissociazione della proteina regolatrice, e l’esochinasi IV 
ritorna nel citosol e inizia a fosforilare il glucosio. 


e  L'esochinasiIV(glucochinasi) e la glucosio 6-fosfatasi sono 
regolate a livello trascrizionale 

Pesochinasi IV è regolata anche a livello della sintesi pro- 
teica. Le condizioni che richiedono una elevata produzione 
di energia (bassa [ATP], alta [AMP], intensa contrazione 
muscolare) o un elevato consumo di glucosio (per esem- 
pio glicemia elevata) causano una elevata trascrizione del 
gene per l’esochinasi IV. La glucosio 6-fosfatasi, l'enzima 
della via gluconeogenica che catalizza la tappa inversa ri- 
spetto a quella glicolitica catalizzata dall’esochinasi, vie- 
ne regolata a livello trascrizionale da fattori che inducono 
una maggiore produzione di glucosio (bassa glicemia, se- 
gnalazione da parte del glucagone). La regolazione trascri- 
zionale di questi due enzimi, insieme ad altri enzimi della 
glicolisi e della gluconeogenesi, verrà descritta in seguito. 


e Lafosfofruttochinasi-1 e la fruttosio 1,6-bisfosfatasi 

sono reciprocamente regolate 
Come si è già detto, il glucosio 6-fosfato può fluire nella 
glicolisi o in diverse altre vie metaboliche, come la sinte- 
si del glicogeno e la via del pentosio fosfato. La reazione 
metabolicamente irreversibile catalizzata dalla PFK-1 è la 
tappa che indirizza il glucosio verso il suo destino glicoli- 


Nucleo 


Figura 15.15 Regolazione 
dell’esochinasi IV (glucochinasi) 


per segregazione nel nucleo. La 
proteina inibitrice dell'esochinasi 
IV è una proteina nucleare di 
legame che attrae l'esochinasi IV nel 
Parc nucleo, quando la concentrazione 
regolatrice del fruttosio 6-fosfato nel fegato 


è elevata, e la rilascia nel citosol 
quando la concentrazione del 
glucosio è alta. 
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Figura 15.16 La fosfofruttochinasi-1 (PFK-1) e la sua 
regolazione. (a) Immagine della superficie della fosfofruttochinasi-1 
di E. coli che mostra alcune parti delle quattro subunità identiche 
(PDB ID 1PFK). Ciascuna subunità ha un sito catalitico, dove l'ADP e il 
fruttosio 1,6-bisfosfato (con le strutture a bastoncelli rispettivamente 
in rosso e in giallo) sono quasi in contatto e un sito di legame per il 
regolatore allosterico ATP è immerso nella proteina nelle posizioni 
indicate. (b) La regolazione allosterica della PFK-1 del muscolo 

da parte dell'ATP è illustrata dall'effetto di questo composto 
sull'andamento della curva di saturazione dell'enzima. 


tico. In aggiunta al sito di legame del substrato, questo en- 
zima ha diversi siti di regolazione a cui si legano attivato- 
ri e inibitori. 

LATP non è solo un substrato della PFK-1, ma è an- 
che uno dei prodotti finali della glicolisi. Quando l’eleva- 
ta [ATP] segnala che l’ATP viene prodotto più velocemen- 
te di quanto venga consumato, questo nucleotide inibisce 
la PFK-1, legandosi a un sito allosterico e diminuendo l’af- 
finità dell'enzima per il suo substrato, il fruttosio 6-fosfa- 
to (Figura 15.16). PADP e PAMPB la cui concentrazione au- 
menta quando la velocità del consumo di ATP è maggiore 
della sua velocità di produzione, agiscono allostericamen- 
te, rimuovendo l’inibizione esercitata dall’ATP L'insieme 
di questi effetti aumenta l’attività dell'enzima quando si 
accumulano ADP e AMP e la diminuisce quando si accu- 
mula LATP. 

Anche il citrato (la forma ionizzata dell’acido citrico), 
un intermedio della via di ossidazione del piruvato, degli 
acidi grassi e degli amminoacidi, è un effettore allosterico 
della PFK-1. Elevate concentrazioni di citrato aumentano 
l’effetto inibitorio dell’ATP, riducendo il flusso del gluco- 
sio nella glicolisi. In questo caso, come in altri che vedre- 
mo, il citrato segnala alla cellula che le richieste energe- 
tiche sono state soddisfatte attraverso l'ossidazione degli 
acidi grassi e delle proteine. 
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A basse concentrazioni di ATP il valore di K7,5 per il fruttosio 6-fosfato è 
relativamente basso, l'enzima può allora funzionare a velocità elevata 
anche a concentrazioni di fruttosio 6-fosfato relativamente basse. 

(Si ricordi dal Capitolo 6 che Kg,5 corrisponde alla Km degli enzimi 
regolatori.) Quando la concentrazione dell'ATP è alta, il valore di Kj,5 
per il fruttosio 6-fosfato aumenta molto, come indica l'andamento 
sigmoide più accentuato della curva dell'attività enzimatica in 
funzione della concentrazione del substrato. (c) Riepilogo dei 
regolatori che influenzano l'attività della PFK-1. 


Il passaggio corrispondente della gluconeogenesi è la 
conversione del fruttosio 1,6-bisfosfato in fruttosio 6-fosfa- 
to (Figura 15.17). L'enzima che catalizza questa reazione, 
la FBPasi-1, è allostericamente inibito dal’AMP Quando 
la concentrazione dell'ATP è bassa (e quindi la [AMP] è 
elevata), la sintesi del glucosio che richiede ATP rallenta. 


Gluconeogenesi 
Î 
ATP Fruttosio 6-fosfato Pi 
® e---- ATP 
@<---- ADP 
PFK-1 ® i I ina a ® FBPasi-1 
QD €---- citrato 
ADP Fruttosio 1,6-bisfosfato H;0 


Î 


Glicolisi 


Figura 15.17 Regolazione della fruttosio 1,6-bisfosfatasi 
(FBPasi-1) e della fosfofruttochinasi-1 (PFK-1). Nelle figure 
seguenti viene illustrato l'importante ruolo assunto dal fruttosio 
2,6-bisfosfato nella regolazione del ciclo di questo substrato. 
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Quindi le tappe della glicolisi e della gluconeogenesi 
catalizzate dalla PFK-1 e dalla FBPasi-1 sono reciproca- 
mente regolate in modo coordinato. In generale, quando 
sono presenti concentrazioni sufficienti di acetil-CoA o 
di citrato (il prodotto della condensazione dell’acetil-CoA 
con l’ossalacetato), o quando i nucleotidi dell’adenina (gli 
adenilati) si trovano prevalentemente sotto forma di ATP, 
è favorita la gluconeogenesi. Laumento della concentra- 
zione dell’AMP promuove la glicolisi, stimolando la PFK-1 
(e, come vedremo nella Sezione 15.5, promuove la degra- 
dazione del glicogeno attivando la glicogeno fosforilasi). 


e Ilfruttosio 2,6-bisfosfato è un potente regolatore 
allosterico della PFK-1 e della FBPasi-1 

Lo speciale ruolo del fegato nel mantenimento dei livelli 
di glucosio ematico richiede altri meccanismi di regolazio- 
ne della produzione e del consumo del glucosio. Quando 
il livello del glucosio ematico diminuisce, l'ormone gluca- 
gone segnala al fegato di produrre e rilasciare più glucosio 
nel sangue e di non consumarne altro per il proprio fabbi- 
sogno. Una fonte di glucosio è il glicogeno immagazzinato 
nel fegato; altra fonte è la gluconeogenesi, che utilizza lat- 
tato, piruvato, glicerolo e alcuni amminoacidi come pre- 
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cursori. Quando la disponibilità di glucosio nel sangue è 
elevata, l’insulina segnala al fegato di usare lo zucchero co- 
me combustibile e come precursore per la sintesi e la con- 
servazione del glicogeno e dei triacilgliceroli. 

La rapida regolazione ormonale della glicolisi e della 
gluconeogenesi è mediata dal fruttosio 2,6-bisfosfato, un 
effettore allosterico della PFK-1 e della FBPasi-1: 


î 
laica H, oP_07 
O” O Oo° 

H HO 
H / CH, OH 
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OH H 


Fruttosio 2,6-bisfosfato 


Quando il fruttosio 2,6-bisfosfato si lega al suo sito alloste- 
rico sulla PFK-1, l'affinità dell'enzima per il substrato frut- 
tosio 6-fosfato tende ad aumentare, mentre diminuisce 
l'affinità per gli inibitori allosterici ATP e citrato (Figura 
15.18). Alle concentrazioni fisiologiche dei suoi substrati, 
ATP e fruttosio 6-fosfato, e dei suoi effettori allosterici po- 
sitivi e negativi (ATB AMP e citrato), in assenza di frutto- 
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Figura 15.18 Ruolo del fruttosio 2,6-bisfosfato nella 
regolazione della glicolisi e della gluconeogenesi. Il fruttosio 
2,6-bisfosfato (F26BP) ha effetti opposti sulle attività enzimatiche 

della fosfofruttochinasi-1 (PFK-1, enzima glicolitico) e della fruttosio 
1,6-bisfosfatasi (FBPasi-1, enzima gluconeogenico). (a) L'attività della 
PFK-1 in assenza di F26BP (curva blu) raggiunge un valore pari a metà 
della velocità massima quando la concentrazione di fruttosio 6-fosfato 
è di circa 2 mm (cioè K,,5 = 2 mm). Quando la concentrazione di F26BP è 
pari a 0,13 pm (curva rossa), la Kos per il fruttosio 6-fosfato diventa 0,08 
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mm. Quindi, F26BP attiva la PFK-1 aumentando apparentemente 

la sua affinità per il fruttosio 6-fosfato (vedi la Figura 15.16b). 

(b) L'attività FBPasica comincia a essere inibita già a concentrazione 

1 pm di F26BP, ed è fortemente inibita a concentrazione 25 pm. In 
assenza dell'inibitore (curva blu), la Ky,5 per il fruttosio 1,6-bisfosfato 

è 5 um, ma in presenza di 25 pm di F26BP (curva rossa) il valore di Kg5 

è superiore a 70 pw. Il fruttosio 2,6-bisfosfato rende la FBPasi-1 più 
sensibile all'inibizione da parte di un altro regolatore allosterico, l'AMP. 
(c) Riepilogo della regolazione da parte del fruttosio 2,6-bisfosfato. 


CAPITOLO 15 


622. Principi di regolazione metabolica 


’ [F26BP] 


Stimola la glicolisi, inibisce 
la gluconeogenesi 


© 978-88-08-26148-9 


<UIII-h 


yi 


ZI (attiva) /S 


OH 
FBPasi-2 : 
4 | (inattiva) \ 
} \ 


/ \ 
| \ 


TRA Pie | 7 ATP 
ATP Fruttosio 6-fosfato P, i ha Pose \/ 
; 4 fosfoproteina no | glucagone 
PFK-2 FBPasi-2 insulina————> i chinasi na 
®| Tosiauni cAMP-dipendente |\ () IcAMPI) 
ADP 3 7 2 \ | N 
Fruttosio 2,6-bisfosfato H0 \ | ADP 
\ f 
\ v 
(a) PFK-2 O 
V [F26BP] (inattiva) 
x 0 P70 
Inibisce la glicolisi, stimola _ si 
la gluconeogenesi _ (attiva) / _ Ce 
VA 
ZII A N 


Figura 15.19 Regolazione del livello di fruttosio 2,6-bisfosfato. 
(a) La concentrazione cellulare del modulatore fruttosio 2,6-bisfosfato 
(F26BP) è determinata dalla velocità della sua sintesi a opera 

della fosfofruttochinasi-2 (PFK-2) e dalla velocità di degradazione 


sio 2,6-bisfosfato la PFK-1 è praticamente inattiva. Il frut- 
tosio 2,6-bisfosfato esercita effetti opposti sulla FBPasi-1: 
riduce la sua affinità per il substrato (Figura 15.18b), ral- 
lentando di conseguenza la gluconeogenesi. 

La concentrazione cellulare del regolatore allosterico 
fruttosio 2,6-bisfosfato è mantenuta dalle velocità relati- 
ve della sua formazione e della sua demolizione (Figura 
15.19a). Questo composto si forma per fosforilazione del 
fruttosio 6-fosfato catalizzata dalla fosfofruttochinasi-2 
(PFK-2), e viene defosforilato dalla fruttosio 2,6-bisfo- 
sfatasi (FBPasi-2). Si noti che questi enzimi sono diversi 
dalla PFK-1 e dalla FBPasi-1, che catalizzano la formazione 
e la demolizione, rispettivamente, del fruttosio 1,6-bisfo- 
sfato. La PFK-2 e la FBPasi-2 hanno due attività enzima- 
tiche separate presenti sulla stessa proteina bifunzionale. 
Il bilancio di queste due attività nel fegato, che regola il 
livello cellulare del fruttosio 2,6-bisfosfato, è sotto il con- 
trollo degli ormoni glucagone e insulina (Figura 15.19b). 

Come si è visto nel Capitolo 12 (pagine 459-460), il 
glucagone stimola l’adenilil ciclasi epatica che sintetizza 
l’AMP ciclico (CAMP) dall’ATP LAMP ciclico attiva la pro- 
teina chinasi cAMP-dipendente, che trasferisce un gruppo 
fosforico dall’ATP alla proteina bifunzionale PFK-2/FBPa- 
si-2. La fosforilazione di questa proteina aumenta la sua 
attività fosfatasica (FBPasi-2) e inibisce l’attività chinasica 
(PFK-2). Quindi il glucagone determina un abbassamento 
dei livelli di fruttosio 2,6-bisfosfato, inibendo la glicolisi e 
stimolando la gluconeogenesi. Laumento della produzio- 
ne di glucosio consente al fegato di rifornire il sangue in 
risposta al glucagone. Einsulina ha l’effetto opposto, poi- 
ché stimola l’attività di una fosfoproteina fosfatasi che ca- 
talizza la rimozione del gruppo fosforico dalla proteina bi- 
funzionale PFK-2/FBPasi-2, attivando l’attività chinasica 
dell'enzima (PFK-2).I livelli di fruttosio 2,6-bisfosfato ten- 
dono così ad aumentare, stimolando la glicolisi e inibendo 
la gluconeogenesi. 


(b) 


catalizzata dalla fruttosio 2,6-bisfosfatasi (FBPasi-2). (b) Le attività di 
entrambi gli enzimi fanno parte della stessa catena polipeptidica e 
sono reciprocamente regolate dall'insulina e dal glucagone. 


e Loxilulosio 5-fosfato è un importante regolatore 
del metabolismo dei carboidrati e dei grassi 

Un altro meccanismo di regolazione agisce controllando il 
livello del fruttosio 2,6-bisfosfato. Nel fegato di mammife- 
ro lo xilulosio 5-fosfato (vedi pagina 592), un prodotto del- 
la via del pentosio fosfato, media l'aumento della glicolisi 
che segue l’ingestione di un pasto ricco di carboidrati. La 
concentrazione dello xilulosio 5-fosfato aumenta quando il 
glucosio, entrato nel fegato e convertito in glucosio 6-fosfa- 
to, viene usato nella via glicolitica e anche nella via del 
pentosio fosfato. Lo xilulosio 5-fosfato attiva la fosfopro- 
teina fosfatasi 2A (PP2A; Figura 15.20), che defosforila la 
proteina bifunzionale PFK-2/FBPasi-2 (Figura 15.19). La 
defosforilazione attiva la PFK-2 e inibisce la FBPasi-2. L’au- 
mento del fruttosio 2,6-bisfostato che ne risulta stimola la 
glicolisi e inibisce la gluconeogenesi. Laumento del flus- 
so glicolitico favorisce la produzione di acetil-CoA, men- 
tre l'aumento di produzione di pentosio genera NADPH. 
Pacetil-CoA e il NADPH sono il materiale di partenza per 
la sintesi degli acidi grassi che, com'è noto da tempo, au- 
menta notevolmente dopo un pasto ricco di carboidrati. 
Lo xilulosio 5-fosfato provoca anche un incremento della 
sintesi di tutti gli enzimi necessari per la sintesi degli aci- 
di grassi, in accordo con la teoria dell’analisi del controllo 
metabolico. Nel Capitolo 23 torneremo a parlare dell’in- 
tegrazione del metabolismo dei carboidrati e dei lipidi. 


e L'enzimaglicolitico piruvato chinasi è inibito 
allostericamente dall'ATP 

Nei vertebrati sono presenti almeno tre isozimi della pi- 
ruvato chinasi, che differiscono per diffusione tissutale e 
per sensibilità agli inibitori. Elevate concentrazioni di ATP, 
acetil-CoA e acidi grassi a catena lunga (che indicano un 
buon apporto energetico) inibiscono allostericamente tut- 
ti gli isozimi della piruvato chinasi (Figura 15.21). L'isozi- 
ma del fegato (la forma L), ma non l’isozima del musco- 
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Figura 15.20 Struttura e azione della fosfoproteina 
fosfatasi 2a (PP2A). (a) La subunità catalitica della 
PP2A ha due ioni Mn”* nel sito attivo, posizionati 

in vicinanza della superficie di riconoscimento del 
substrato formata dall'interfaccia tra la subunità 
catalitica e la subunità regolatrice (PDB ID 2NPP). La 
microcistina-LR, qui mostrata in rosso, è uno specifico 
inibitore della PP2A. Le subunità catalitica e regolatrice 
si ancorano a un sostegno (la subunità A) che le 
posiziona correttamente l'una rispetto all'altra, in modo 
da formare il sito di riconoscimento del substrato. 

(b) La PP2A è attiva su molte proteine bersaglio e la 

sua specificità è determinata dalla subunità regolatrice. 
Qualsiasi subunità regolatrice può legarsi alla proteina 
sostegno (subunità A) a cui è già legata una subunità 
catalitica, determinando uno specifico sito di legame 
del substrato. 


Solo nel fegato 
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lo (la forma M), è soggetto a un’ulteriore regolazione per 
fosforilazione. Quando le basse concentrazioni di gluco- 
sio provocano il rilascio del glucagone, la proteina chinasi 
cAMP-dipendente fosforila l’isozima L della piruvato chi- 
nasi, inattivandolo. Questo meccanismo diminuisce l’uti- 
lizzo del glucosio come combustibile nel fegato, renden- 
dolo disponibile per essere esportato al cervello e ad altri 
organi. Nel muscolo l’effetto dell'aumento della [cAMP] è 
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Figura 15.21 Regolazione della piruvato chinasi. L'enzima viene 
inibito allostericamente dall'ATP, dall’acetil-CoA e dagli acidi grassi a 
catena lunga (tutti segnali di un'abbondante disponibilità di energia); 
l'accumulo di fruttosio 1,6-bisfosfato determina invece l'attivazione 
della piruvato chinasi. Un aumento della concentrazione di alanina, 
che può essere sintetizzata dal piruvato in un'unica tappa, inibisce 
allostericamente la piruvato chinasi, rallentando la produzione di 
piruvato a opera della glicolisi. L'isozima del fegato (forma L) è 


regolato anche ormonalmente; il glucagone attiva la proteina CAMP- 
dipendente (PKA; vedi la Figura 15.37), che fosforila l'isozima piruvato 
chinasi L e lo inattiva. Quando la concentrazione di glucagone tende a 
diminuire, una proteina fosfatasi (PP) defosforila la piruvato chinasi e la 
attiva. Questo meccanismo impedisce che il fegato consumi glucosio 
nella glicolisi quando la concentrazione di glucosio nel sangue è bassa; 
in tal caso il fegato fornisce glucosio. L'isozima del muscolo (forma M) 
non è sensibile a questo meccanismo di fosforilazione. 
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diverso. In risposta all’adrenalina, il CAMP attiva la demo- 
lizione del glicogeno e la glicolisi per rendere disponibile 
energia necessaria per una risposta tipo “combatti o fuggi”. 


e Laconversione del piruvato in fosfoenolpiruvato nella 
gluconeogenesi è sottoposta a molti tipi di regolazione 
Nella via che converte il piruvato in glucosio, il primo pun- 
to di controllo è a livello del destino metabolico del piru- 
vato nel mitocondrio, cioè la sua conversione in acetil-CoA 
(catalizzata dal complesso della piruvato deidrogenasi), il 
combustibile del ciclo dell’acido citrico (Capitolo 16), o in 
ossalacetato (catalizzata dalla piruvato carbossilasi per ri- 
fornire la gluconeogenesi) (Figura 15.22). Quando sono di- 
sponibili acidi grassi come combustibili, la loro demolizio- 
ne nei mitocondri epatici genera acetil-CoA, che segnala 
che un'ulteriore ossidazione del glucosio non è più neces- 
saria. Facetil-CoA è un modulatore allosterico positivo del- 
la piruvato carbossilasi e un modulatore allosterico nega- 
tivo della piruvato deidrogenasi tramite la stimolazione di 
una proteina chinasi che inattiva la piruvato deidrogenasi. 

Una volta soddisfatto il fabbisogno energetico della cel- 
lula, la fosforilazione ossidativa rallenta, [NADH] aumen- 
ta rispetto a [NAD'], inibendo il ciclo dell’acido citrico, 
e si accumula acetil-CoA. Laumento della concentrazio- 
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Figura 15.22 Due destini alternativi del piruvato. Il piruvato 
può essere convertito in glucosio e quindi in glicogeno tramite la 
gluconeogenesi, oppure può essere ossidato ad acetil-CoA per la 
produzione di energia. Il primo enzima di ognuna delle due vie 
metaboliche è regolato allostericamente; l'acetil-CoA, prodotto o 
dall'ossidazione degli acidi grassi o dal complesso della piruvato 
deidrogenasi, stimola la piruvato carbossilasi e inibisce la piruvato 
deidrogenasi. 
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ne dell’acetil-CoA inibisce il complesso della piruvato dei- 
drogenasi, rallentando la formazione di acetil-CoA da pi- 
ruvato, e stimola la gluconeogenesi, attivando la piruvato 
carbossilasi. Il piruvato in eccesso viene così convertito in 
ossalacetato (e poi infine in glucosio). 

Dall’ossalacetato viene poi prodotto fosfoenolpiruvato 
(PEP) nella reazione catalizzata dalla PEP carbossichina- 
si (Figura 15.13). Nei mammiferi la regolazione di questo 
enzima chiave avviene soprattutto a livello della sua sin- 
tesi e demolizione, in risposta a segnali ormonali o prove- 
nienti dalla dieta. Il digiuno, o livelli elevati di glucagone, 
agiscono attraverso il cAMP, aumentando la stabilizzazio- 
ne dell’'mRNA e la sua velocità di trascrizione. L’insulina, 
o elevati livelli di glucosio ematico, hanno un effetto op- 
posto. Discuteremo in seguito più in dettaglio questo tipo 
di regolazione trascrizionale. In genere queste variazioni 
avvengono nel giro di minuti o di ore e sono innescate da 
segnali esterni (dieta, ormoni). 


e Laregolazionea livello trascrizionale della glicolisi 

e della gluconeogenesi modifica il numero delle proteine 

enzimatiche 
La maggior parte dei meccanismi di regolazione fin qui 
presi in esame è mediata da processi reversibili: effetti al- 
losterici, modificazioni covalenti (fosforilazioni) degli enzi- 
mi, o legami a proteine regolatrici. Un altro insieme di pro- 
cessi regolatori è basato sulla variazione del numero del- 
le molecole di un enzima presenti nella cellula, attraverso 
la modificazione del rapporto tra la loro sintesi e la loro 
demolizione. Tratteremo ora la regolazione della trascri- 
zione da parte di fattori di trascrizione attivati da segnali. 

Nel Capitolo 12 abbiamo analizzato i recettori e i fattori 
di trascrizione nel contesto della segnalazione dell’insuli- 
na. Questo ormone agisce tramite il suo recettore presente 
sulla membrana plasmatica e innesca almeno due diverse 
vie di segnalazione, ciascuna delle quali comporta l’inter- 
vento di una proteina chinasi. La MAP chinasi ERK, per 
esempio, fosforila i fattori di trascrizione SRF ed Elk1 (vedi 
la Figura 12.15), che stimolano la sintesi di enzimi necessa- 
ri alla crescita e alla divisione cellulare. La proteina china- 
si B (PKB; chiamata anche Akt) fosforila un altro insieme 
di fattori di trascrizione (per esempio il PDX1), che stimo- 
lano la sintesi di enzimi che metabolizzano i carboidrati 
e i grassi formati e accumulati dopo un eccessivo apporto 
di carboidrati con la dieta. Nelle cellule f del pancreas, il 
PDXI1 stimola anche la sintesi dell’insulina. 

Finsulina regola a livello trascrizionale più di 150 geni. 
uomo possiede almeno sette tipi generali di elementi di 
risposta all’insulina, ciascuno riconosciuto da un sottoin- 
sieme di fattori di trascrizione attivati dall’insulina in cir- 
costanze diverse. L’insulina stimola la trascrizione dei ge- 
ni che codificano le esochinasi II e IV, la PFK-1, la piruvato 
chinasi e la PFK-2/FBPasi-2 (enzimi coinvolti nella glicolisi 
e nella sua regolazione); sono stimolati anche alcuni enzi- 
mi della sintesi degli acidi grassi, la glucosio 6-fosfato dei- 
drogenasi e la 6-fosfogluconato deidrogenasi, enzimi della 
via del pentosio fosfato che generano il NADPH per la sin- 
tesi degli acidi grassi. L’insulina rallenta l’espressione dei 
geni di due enzimi della gluconeogenesi: la PEP carbossi- 
chinasi e la glucosio 6-fosfatasi (Tabella 15.5). 
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BM Tabella 15.5 Alcuni dei geni regolati dall’insulina 


Modificazioni nell’espressione genica Via 
Aumento dell’espressione 

Esochinasi II Glicolisi 
Esochinasi IV Glicolisi 
Fosfofruttochinasi-1 (PFK-1) Glicolisi 
Piruvato chinasi Glicolisi 


PFK-2/FBPasi-2 

Glucosio 6-fosfato deidrogenasi 
6-Fosfogluconato deidrogenasi 
Piruvato deidrogenasi 
Acetil-CoA carbossilasi 

Enzima malico 

ATP-citrato liasi 

Complesso della sintesi degli acidi grassi 
Stearoil-CoA deidrogenasi 
Acil-CoA-glicerolo trasferasi 
Diminuzione dell’espressione 
PEP carbossichinasi 


Glucosio 6-fosfatasi (subunità catalitica) 


Un fattore di trascrizione importante per il metaboli- 
smo dei carboidrati è la proteina ChREBP (carbohydrate 
response element binding protein, proteina che lega l’ele- 
mento di risposta dei carboidrati; Figura 15.23), espres- 
sa soprattutto nel fegato, nel tessuto adiposo e nei reni. La 
proteina serve per coordinare la sintesi di enzimi neces- 
sari per la sintesi dei carboidrati e dei grassi. La proteina 
ChREBP è localizzata nel citosol ed è inattiva quando è 
fosforilata. Quando la proteina fosfatasi PP2A (Figura 
15.20) rimuove un gruppo fosforico dalla CAREBP il fat- 
tore di trascrizione entra nel nucleo. Qui una PP2A nu- 
cleare rimuove un altro gruppo fosforico, e la CQREBP 
si lega a una proteina partner, l’Mlx, e attiva la sintesi di 
alcuni enzimi: la piruvato chinasi, la acido grasso sinta- 
si e l’acetil-CoA carbossilasi, il primo enzima della sinte- 
si degli acidi grassi. 

Il controllo dell’attività della PP2A, e quindi della sin- 
tesi di un gruppo di enzimi del metabolismo, è operato 
dallo xilulosio 5-fosfato, un intermedio della via del pen- 
tosio fosfato (Figura 14.23). Quando la concentrazione di 
glucosio nel sangue è elevata, il glucosio entra nel fegato 
e viene fosforilato dall’esochinasi IV. Il glucosio 6-fosfato 


Figura 15.23 Meccanismo di regolazione genica da parte del 
fattore di trascrizione ChREBP. Quando nel citosol degli epatociti 
la proteina ChREBP si trova in forma fosforilata su un residuo di Sero 
di Thr non può entrare nel nucleo. La defosforilazione della 

Ser, catalizzata dalla proteina fosfatasi PP2A, permette alla 
ChREBP di entrare nel nucleo, dove una seconda defosforilazione, 
questa volta della (P)-Thr, determina la sua attivazione. La ChREBP 
si associa poi alla sua proteina partner, la Mx. Il complesso 
ChREBP-Mlx ora si lega all'elemento di risposta ai carboidrati 
(ChoRE) nel promotore e stimola la trascrizione. La PP2A è attivata 
allostericamente dallo xilulosio 5-fosfato, un intermedio della via 
del pentosio fosfato. 
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così formato può entrare nella via glicolitica o nella via del 
pentosio fosfato. Se entra in quest’ultima le due ossidazio- 
ni iniziali producono lo xilulosio 5-fosfato, che segnala che 
le vie che utilizzano il glucosio sono rifornite di substra- 
to. Lo xilulosio 5-fosfato attiva allostericamente la PP2A, 
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che defosforila CAREBP, permettendo al fattore di trascri- 
zione di attivare l’espressione dei geni degli enzimi della 
glicolisi e della sintesi dei lipidi (Figura 15.23). La glicoli- 
si produce il piruvato e la conversione di quest’ultimo in 
acetil-CoA fornisce il materiale di partenza per la sintesi 
degli acidi grassi. L’acetil-CoA carbossilasi converte l’ace- 
til-CoA in malonil-CoA, il primo intermedio obbligatorio 
della via di biosintesi degli acidi grassi. Il complesso dell’a- 
cido grasso sintasi produce acidi grassi che saranno espor- 
tati al tessuto adiposo e immagazzinati sotto forma di tria- 
cilgliceroli (Capitolo 21). In questo modo l’eccesso dei car- 
boidrati della dieta viene conservato sotto forma di grassi. 

Un altro fattore di trascrizione del fegato, il cosiddetto 
SREBP-1c, un membro della famiglia delle proteine che 
legano l’elemento di regolazione degli steroli (vedi la 
Figura 21.44), attiva la sintesi della piruvato chinasi, dell’e- 
sochinasi IV, della lipoproteina lipasi, dell’acetil-CoA carbos- 
silasi e del complesso dell’acido grassi sintasi, che converto- 
no l’acetil-CoA (prodotto dal piruvato) in acidi grassi per gli 
adipociti. La sintesi della SREBC-1c è stimolata dall’insulina 
e inibita dal glucagone; inibisce inoltre l’espressione di alcu- 
ni geni degli enzimi della gluconeogenesi: la glucosio 6-fo- 
sfatasi la PEP carbossichinasi e la FBPasi-1. 

Il fattore di trascrizione CREB (proteina che lega l’e- 
lemento di risposta al cAMP) attiva la sintesi della glu- 
cosio 6-fosfatasi e della PEP carbossichinasi in risposta 
all'aumento della [CAMP] determinato dal glucagone. In- 
vece, l’inattivazione stimolata dall’insulina di altri fattori di 
trascrizione rallenta la sintesi di alcuni enzimi gluconeo- 
genici del fegato, come la PEP carbossichinasi, la fruttosio 
1,6-bisfosfatasi, il trasportatore della glucosio 6-fosfatasi 
del reticolo endoplasmatico e la glucosio 6-fosfatasi. Per 
esempio, la FOXO1 (forkhead box other) stimola la sintesi 
di enzimi gluconeogenici e sopprime la sintesi di enzimi 
della glicolisi, della via del pentosio fosfato e della sintesi 
dei triacilgliceroli (Figura 15.24). Nella sua forma non fo- 
sforilata, la FOXO1 agisce come fattore di trascrizione nu- 
cleare. In risposta all’insulina, la FOX01 abbandona il nu- 
cleo e viene fosforilata nel citosol dalla PKB, per essere poi 
legata all’ubiquitina e degradata dal proteasoma. Il gluca- 
gone impedisce la fosforilazione da parte della PKB, e la 
FOXO1 rimane attiva nel nucleo. 

Questi processi di regolazione possono sembrare com- 
plessi, ma la regolazione dei geni che codificano gli enzi- 
mi della glicolisi e degli acidi grassi è molto più complica- 
ta. Molteplici fattori di trascrizione agiscono su uno stesso 
gene; molte proteina chinasi e proteina fosfatasi attivano 
e inattivano i fattori di trascrizione, e una serie di fattori 
proteici accessori modula l’azione dei fattori di trascrizio- 
ne. Questa complessità appare evidente, per esempio, se 
si esamina il gene della PEP carbossichinasi, un caso ben 
noto di controllo a livello della trascrizione. Nella regione 
del promotore (Figura 15.25) sono presenti almeno 15 ele- 
menti di risposta, riconosciuti da almeno una dozzina di 
fattori di trascrizione noti e da altri ancora da individua- 
re. I fattori di trascrizione agiscono in combinazione nel- 
la regione di questo promotore, ma anche nelle regioni di 
centinaia di altri promotori, per modulare i livelli di cen- 
tinaia di enzimi metabolici, in modo da coordinare la loro 
attività nel metabolismo dei carboidrati e dei lipidi. Lim- 
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Figura 15.24 Meccanismo di regolazione genica da parte 

del fattore di trascrizione FOX01. L'insulina attiva la cascata di 
segnalazione mostrata nella Figura 12.16, determinando l'attivazione 
della proteina chinasi B (PKB). La proteina FOXO1 del citosol viene 
fosforilata dalla PKB, e il fattore di trascrizione fosforilato si lega 
all'ubiquitina per essere degradato dal proteasoma. La FOX01 che 
rimane non fosforilata, o che viene defosforilata, entra nel nucleo, 
dove si lega a un elemento di risposta e innesca la trascrizione del 
gene associato. Quindi l'insulina agisce inattivando l'espressione dei 
geni per la PEP carbossichinasi e per la glucosio 6-fosfatasi. 


portanza dei fattori di trascrizione nella regolazione me- 
tabolica è dimostrata dagli effetti delle mutazioni dei loro 
geni. Per esempio, sono noti almeno cinque tipi di diabe- 
te giovanile con esordio nella maturità (MODY), associati 
a mutazioni di specifici fattori di trascrizione (Box 15.3). 


SOMMARIO 15.3 
Regolazione coordinata della glicolisi e della 
gluconeogenesi 

e La gluconeogenesi e la glicolisi hanno sette enzimi in 
comune, che catalizzano le reazioni reversibili delle 
due vie. Nelle altre tre tappe, le reazioni in una direzio- 
ne e in quella inversa sono catalizzate da enzimi diver- 
si e costituiscono i punti di regolazione delle due vie. 

e L’esochinasi IV (glucochinasi) ha proprietà cinetiche 
correlate al suo speciale ruolo nel fegato: rilasciare il 
glucosio nel sangue, quando i livelli ematici di glucosio 
sono bassi, e prelevarlo dal sangue e metabolizzarlo, 
quando 1 livelli di glucosio ematico sono alti. 

e La PFK-1 è inibita allostericamente dall’ ATP e dal ci- 
trato. Nella maggior parte dei tessuti di mammifero 
il fruttosio 2,6-bisfosfato è un effettore allosterico 
dell’enzima. 

e La piruvato chinasi è inibita allostericamente dall’ATP. 
Lisozima del fegato è inibito anche per fosforilazione 
cAMP-dipendente. 
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e La gluconeogenesi è regolata dai livelli della piruva- 
to carbossilasi (che è attivata dall’acetil-CoA) e della 
FBPasi-1 (che è inibita dal fruttosio 2,6-bisfosfato e 
dall’AMP). 

e AI fine di limitare la formazione di cicli del substrato 
tra la glicolisi e la gluconeogenesi, le due vie sono sot- 
toposte a controllo allosterico incrociato, che si realiz- 
za soprattutto tramite gli effetti opposti esercitati dal 
fruttosio 2,6-bisfosfato sulla PFK-1 e sulla FBPasi-1. 

e Il glucagone o l’adrenalina diminuiscono la [fruttosio 
2,6-bisfosfato] e aumentano la [cAMP], provocando la 
fosforilazione dell’enzima bifunzionale PFK-2/FBPasi-2. 
insulina aumenta la [fruttosio 2,6-bisfosfato] attivando 
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Figura 15.25 La regione del promotore della PEP carbossichinasi, 
che mostra la complessità degli input di regolazione del gene. Lo 
schema mostra i fattori di trascrizione (piccole icone, legate al DNA) che 
regolano la trascrizione del gene della PEP carbossichinasi. Il grado di 
trascrizione del gene dipende dall'insieme dei segnali generati da tutti i 
fattori, che rispondono alla disponibilità di nutrienti, ai livelli di glucosio 
ematico e ad altri fattori che determinano la necessità dell'enzima in 

un particolare momento. P1, P2, P3I, P3ll e P4 sono siti di legame delle 
proteine identificati con il DNasi | footprinting (vedi il Box 26.1). Il TATA 
box è il punto di assemblaggio del complesso di trascrizione della RNA 
polimerasi Il (Pol II). 


una fosfoproteina fosfatasi che defosforila e rende attiva 
la PFK-2. 

e Lo xilulosio 5-fosfato, un intermedio della via del pen- 
tosio fosfato, attiva la fosfoproteina fosfatasi PP2A, che 
defosforila diverse proteine bersaglio, tra cui la PFK-2/ 
FBPasi-2, favorendo l'assorbimento del glucosio, la sin- 
tesi del glicogeno e la sintesi dei lipidi nel fegato. 

* I fattori trascrizionali quali ChREBP, CREB, SREBP e 
FOXO1 agiscono nel nucleo per modulare l’espressione 
di geni specifici, che codificano enzimi della glicolisi e 
della gluconeogenesi. L’insulina e il glucagone produ- 
cono effetti opposti attivando e inibendo l’espressione 
di un gran numero di geni. 


Box 15.3 


Il termine “diabete” si riferisce a varie condizioni pato- 
logiche che hanno in comune l’eccessiva produzione di 
urina. Nel Box 11.1 abbiamo descritto il diabete insipido, 
in cui vi è un difetto del riassorbimento dell’acqua nel 
rene che dipende da una mutazione del gene dell’acqua- 
porina. Il termine “diabete mellito” si riferisce specifi- 
camente a una malattia caratterizzata dall’incapacità di 
metabolizzare il glucosio, dovuta a una diminuzione della 
produzione di insulina da parte del pancreas oppure a 
una resistenza dei tessuti all’azione dell’insulina. 

Esistono due tipi comuni di diabete mellito. Il tipo 1, 
chiamato anche diabete mellito insulino-dipendente 
(IDDM), è causato da un attacco autoimmune delle cel- 


Mutazioni genetiche che portano a rare forme di diabete 


lule fl del pancreas che producono l’insulina. I soggetti 
affetti da IDDM devono assumere insulina per iniezione 
o per inalazione in modo da compensare il difetto delle 
cellule B. EIDDM si sviluppa durante l'infanzia o durante 
l'adolescenza; questa malattia veniva un tempo chiamata 
diabete giovanile. Il tipo 2, chiamato diabete mellito non 
insulino-dipendente (NIDDM), di norma compare in- 
torno ai 40 anni. È molto più comune dell’IDDM, ed è 
strettamente correlato con l’obesità. Nei paesi più svi- 
luppati la diffusione dell’obesità in forma epidemica va 
di pari passo con la diffusione dell’NIDDM, il che costi- 
tuisce un forte incentivo allo studio della relazione tra 
obesità e insorgenza della patologia, a livello biochimico 

> (segue) 
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e genetico. Dopo aver completato la trattazione del meta- 
bolismo dei grassi e delle proteine nei capitoli successivi, 
torneremo a occuparci del diabete (nel Capitolo 23), che 
influenza fortemente il metabolismo dei carboidrati, dei 
grassi e delle proteine. 

Qui prenderemo in considerazione un altro tipo di diabete 
che altera il metabolismo dei carboidrati e dei grassi: il dia- 
bete giovanile non insulino-dipendente a esordio nella ma- 
turità (MODY), in cui si verifica una mutazione genetica di 
un fattore di trascrizione importante per il trasferimento 
del segnale insulinico al nucleo, o che altera un enzima 
che risponde al segnale insulinico. Nel MODY?2, una muta- 
zione del gene dell’esochinasi IV (glucochinasi) interessa 
il fegato e il pancreas, organi nei quali è presente questa 
isoforma di esochinasi. La glucochinasi delle cellule } del 
pancreas agisce come sensore del glucosio. Normalmente 
quando il glucosio ematico aumenta anche il livello del 
glucosio nelle cellule B tende ad aumentare, e poiché la 
glucochinasi ha una K,, relativamente alta per il glucosio 
la sua attività dipende dai livelli di glucosio. Il metaboli- 
smo del glucosio 6-fosfato che si ha in queste condizioni 
determina la sintesi di ATP nelle cellule f; gli elevati li- 
velli di ATP provocano il rilascio di insulina mediante il 
meccanismo illustrato nella Figura 23.27 Negli individui 
sani, quando la concentrazione del glucosio nel sangue 
raggiunge il valore di - 5 mm viene stimolato il rilascio 
di insulina. Ma gli individui con mutazioni in entrambe 


II metabolismo del glicogeno 
negli animali 


La nostra discussione sulla regolazione del metabolismo, 
incentrata sull'esempio del metabolismo dei carboidrati, 
sarà ora rivolta alla sintesi e demolizione del glicogeno. In 
questa sezione ci occuperemo dell’organizzazione delle vie 
metaboliche. Nella Sezione 15.5 tratteremo invece i mec- 
canismi di regolazione. 

Nei diversi organismi, dai batteri alle piante ai verte- 
brati, l'eccesso di glucosio viene convertito in forme po- 
limeriche di deposito, cioè il glicogeno nei vertebrati e in 
molti microrganismi, l’amido nelle piante. Nei vertebra- 
ti il glicogeno si trova soprattutto nel fegato e nel musco- 
lo scheletrico, e può arrivare al 10% del peso nel fegato, 
e all’1-2% nel muscolo. Se altrettanto glucosio si trovasse 
disciolto nel citosol di una cellula epatica, la sua concen- 
trazione sarebbe 0,4 m, una concentrazione più che suf- 
ficiente per alterare le proprietà osmotiche della cellula. 
Quando invece il glucosio è immagazzinato sotto forma 
di glicogeno, la stessa massa di glucosio ha una concen- 
trazione di solo 0,01 pw. Il glicogeno viene immagazzina- 
to nel citosol, sotto forma di grossi granuli. La particella 
elementare di glicogeno, la particella B, ha un diametro 
di circa 21 nm, ed è costituita da circa 55 000 residui di 
glucosio, con circa 2000 estremità non riducenti. Da 20 
a 40 di queste particelle si uniscono e formano le rosette 
a, facilmente riconoscibili al microscopio elettronico nei 


© 978-88-08-26148-9 


le copie del gene della glucochinasi hanno una soglia di 
rilascio di insulina molto elevata e quindi subito dopo la 
nascita presentano una grave iperglicemia (diabete per- 
manente del neonato). Nei soggetti con una copia mutata 
e una copia normale del gene della glucochinasi, la soglia 
del glucosio per il rilascio dell’insulina è di circa 7 mm. 
Questi soggetti hanno livelli di glucosio solo leggermente al 
di sopra della norma e generalmente non presentano altri 
sintomi. Di solito questa condizione (MODY?2) si evidenzia 
accidentalmente durante un’analisi di routine del sangue. 
Ci sono almeno cinque altri tipi di MODY, ognuno dei 
quali è causato da una mutazione che inattiva uno o l’al- 
tro dei fattori di trascrizione essenziali per il normale 
sviluppo e per le funzioni delle cellule pancreatiche ft. 
Nei soggetti con queste mutazioni, la diminuzione della 
produzione di insulina e i difetti dell’omeostasi del gluco- 
sio ematico possono presentarsi in vari gradi. Nel MODY1 
e MODY3, a lungo termine tali difetti sfociano nelle stesse 
complicazioni caratteristiche dell’IDDM e dellPNIDDM: 
problemi cardiovascolari, insufficienza renale e cecità. 
Le forme MODYA4, 5 e 6 sono meno gravi. Nel complesso 
le forme MODY rappresentano una piccola percentuale 
dei casi di NIDDM. Anche se molto rari, alcuni soggetti 
presentano mutazioni nel gene per l’insulina. Essi hanno 
sintomi di varia gravità dovuti a difetti della segnalazione 
di questo ormone. 


campioni di tessuti di animali ben nutriti (Figura 15.26), 
ma essenzialmente assenti dopo 24 ore di digiuno. 

Il glicogeno muscolare costituisce una riserva di ener- 
gia immediatamente disponibile per il metabolismo aerobi- 
co 0 anaerobico. Esso può essere totalmente consumato in 
meno di un'ora di esercizio fisico intenso. Il glicogeno epa- 
tico, invece, può essere considerato una riserva di glucosio 
per gli altri tessuti quando non è disponibile il glucosio del- 
la dieta (tra un pasto e l’altro o durante il digiuno). Questo 
è particolarmente importante per i neuroni, che non pos- 
sono utilizzare gli acidi grassi come combustibile metabo- 
lico. Il glicogeno del fegato può essere consumato in 12-24 
ore. Nell'uomo, l'energia totale immagazzinata sotto for- 
ma di glicogeno è nettamente inferiore a quella conservata 
sotto forma di grassi (triacilgliceroli) (vedi la Tabella 23.5), 
ma queste sostanze non possono essere convertite in gluco- 
sio nei mammiferi o essere catabolizzate anaerobicamente. 

I granuli di glicogeno sono aggregati abbastanza com- 
plessi, formati dal glicogeno e dagli enzimi che lo sintetiz- 
zano e lo degradano come pure dai componenti del siste- 
ma di regolazione di questi enzimi. I meccanismi generali 
deputati all’immagazzinamento e alla mobilizzazione del 
glicogeno sono gli stessi nel muscolo e nel fegato, ma gli 
enzimi differiscono per alcune importanti proprietà che 
riflettono i differenti ruoli del glicogeno nei due tessuti. 
Il glicogeno può anche derivare dalla dieta. In questo ca- 
so il polisaccaride viene demolito nel tratto intestinale, at- 
traverso una serie di enzimi diversi, che lo convertono in 
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Figura 15.26 Granuli di glicogeno in un epatocita. Il glicogeno, 
un tipo di deposito dei carboidrati, appare sotto forma di particelle 
dense agli elettroni, spesso sotto forma di aggregati o rosette. Negli 
epatociti il glicogeno è strettamente associato ai tubuli del reticolo 
endoplasmatico liscio. In questa fotografia al microscopio elettronico 
sono riconoscibili anche molti mitocondri. 


glucosio libero. (Eamido della dieta viene idrolizzato allo 
stesso modo.) Inizieremo la discussione trattando prima 
la demolizione del glicogeno a glucosio 1-fosfato (glicoge- 
nolisi), per poi passare alla sintesi del glicogeno (glicoge- 
nesi o glicogenosintesi). 


e Lademolizione del glicogeno è catalizzata 

dalla glicogeno fosforilasi 
Nel muscolo scheletrico e nel fegato, le unità di glucosio 
delle ramificazioni del glicogeno entrano nella glicolisi per 
azione di tre enzimi: la glicogeno fosforilasi, l'enzima de- 
ramificante e la fosfoglucomutasi. La glicogeno fosforilasi 
catalizza una reazione, nella quale un legame (a1-—4) gli- 


Estremità non riducente 
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cosidico tra due residui di glucosio all'estremità non ridu- 
cente di una ramificazione viene scisso usando il fosfato 
inorganico (P;), con formazione di a-p-glucosio 1-fosfato 
(Figura 15.27). Questa reazione fosforolitica è diversa dalla 
reazione di idrolisi del legame glicosidico catalizzata dall’a- 
milasi durante la degradazione del glicogeno e dell’amido 
della dieta. Nella fosforolisi parte dell’energia del legame 
glicosidico è conservata nella formazione dell’estere fosfo- 
rico, il glucosio 1-fosfato (vedi la Sezione 14.2). 

Il piridossal fosfato è un cofattore essenziale della gli- 
cogeno fosforilasi: il suo gruppo fosforico agisce come un 
catalizzatore acido generale, promuovendo l’attacco da 
parte del P; sul legame glicosidico. (Si tratta di un ruolo in- 
solito del piridossal fosfato; il suo ruolo più tipico è quel- 
lo di cofattore nel metabolismo degli amminoacidi; vedi 
la Figura 18.6.) 

La glicogeno fosforilasi agisce ripetitivamente sulle 
estremità non riducenti delle ramificazioni del glicogeno, 
fino a che non raggiunge un punto che dista quattro resi- 
dui di glucosio da una ramificazione (a1—6) (vedi la Fi- 
gura 7.13), dove la sua azione si blocca. L’ulteriore degra- 
dazione da parte della glicogeno fosforilasi può avvenire 
solo dopo che l'enzima deramificante, formalmente no- 
to come oligo (1-6) (a1-4) glucantrasferasi, cataliz- 
za altre due reazioni di trasferimento delle ramificazioni 
(Figura 15.28). Una volta avvenuto il trasferimento della 
ramificazione e l’idrolisi del residuo di glucosio in C-6, l’a- 
zione della glicogeno fosforilasi può continuare. 


e Ilglucosio 1-fosfato può entrare nella glicolisi 

oppure essere rilasciato nel sangue sotto forma 

di glucosio dal fegato 
Il glucosio 1-fosfato, il prodotto finale della glicogeno fo- 
sforilasi, viene convertito in glucosio 6-fosfato dalla fosfo- 
glucomutasi, che catalizza la reazione reversibile 


Glucosio 1-fosfato == glucosio 6-fosfato 


6 CH, 0H CH, 0H CH, 0H 
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H H H H H H H H H 
oH H_/1 OH H OH H 
DL O) O) 0— 
3 2 
OH H OH OH  Catenadi glicogeno 
(glucosio), 
P.— | glicogeno 
! fosforilasi 
Estremità non riducente 
CH,0H CH,0H Figura 15.27 Rimozione di un 
O O residuo di glucosio dall’estremità 
H H H H H non riducente di una catena di 
OH H OH H glicogeno a opera della glicogeno 
O Os fosforilasi. Questo processo è 
ripetitivo; l'enzima rimuove residui 
OH H OH di glucosio successivi fino a che 


Glucosio 1-fosfato 


Glicogeno accorciato 
di un residuo 
(glucosio),,_4 


raggiunge la quarta unità di glucosio 
a partire da una ramificazione (vedi 
la Figura 15.28). 
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può subire ancora 
l’azione della fosforilasi 


L'enzima, inizialmente fosforilato a livello di un residuo 
di Ser, dona il suo gruppo fosforico all’atomo C-6 del sub- 
strato e quindi accetta il gruppo fosforico dall’atomo C-1 
(Figura 15.29). 

Il glucosio 6-fosfato, formato dal glicogeno nel musco- 
lo scheletrico, può entrare nella glicolisi e servire come 
fonte energetica per la contrazione muscolare. Nel fegato 
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Fosfoglucomutasi 


Figura 15.29 La reazione catalizzata dalla fosfoglucomutasi. 
La reazione ha inizio con la fosforilazione dell'enzima su un residuo 
di Ser. Nella tappa ®, l'enzima cede il suo gruppo fosforico (in verde) 
al glucosio 1-fosfato, producendo glucosio 1,6-bisfosfato. 
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Figura 15.28 Degradazione del glicogeno vicino a un punto di 
ramificazione (a1-6). Dopo la rimozione sequenziale dei residui 
terminali di glucosio da parte della glicogeno fosforilasi (vedi la 
Figura 15.27), i residui di glucosio vicini a una ramificazione sono 
rimossi mediante un processo a due tappe che richiede l'azione 

di un “enzima deramificante” bifunzionale. L'attività trasferasica 

di questo enzima sposta dapprima un blocco di tre residui dalla 
ramificazione a un'estremità non riducente vicina, legandolo con un 
legame glicosidico (a1-4). Il singolo residuo di glucosio rimasto sul 
punto della ramificazione, attaccato alla catena mediante un legame 
(a1-6), viene rilasciato sotto forma di glucosio libero dall'attività 
glucosidasica (a1-—6) dell'enzima. | residui di glucosio sono mostrati 
in forma abbreviata come esagoni, omettendo i gruppi —H, —OHe 
—CH,0H dall'anello di piranosio. 


la scissione del glicogeno ha un ulteriore scopo: il rilascio 
del glucosio nel sangue quando il livello di glucosio tende 
a diminuire, come nell’intervallo tra due pasti. La scissio- 
ne richiede l’intervento della glucosio 6-fosfatasi, presen- 
te nel fegato e nei reni, ma non in altri tessuti. Penzima è 
una proteina integrale di membrana del reticolo endopla- 
smatico, contenente nove eliche transmembrana, il cui si- 
to attivo è rivolto verso il lume dell’ER. Il glucosio 6-fosfa- 
to formato nel citosol viene trasportato nel lume dell’ER 
da un trasportatore specifico (T1) (Figura 15.30) e idro- 
lizzato dalla glucosio 6-fosfatasi localizzata sulla faccia ri- 
volta verso il lume dell’ER. Il P; che ne risulta e il glucosio 
vengono trasferiti nel citosol da due diversi trasportatori 
(T2 e T3). Il glucosio lascia ora l’epatocita tramite un tra- 
sportatore specifico localizzato sulla membrana plasma- 
tica, il GLUT?2. Si noti che, essendo il sito attivo della glu- 
cosio 6-fosfatasi rivolto verso il lume dell’ER, la cellula se- 
para questa reazione dalle reazioni della glicolisi, che non 
potrebbero più procedere a causa dell’azione della fosfa- 
tasi. I difetti genetici nella glucosio 6-fosfatasi o nel T1 al- 
terano il metabolismo del glicogeno e sono la causa della 
glicogenesi di tipo Ia (Box 15.4). 


Glucosio 


e — 
6-fosfato 


Ser 


2 03PO 
H,COP03 


\H |]@ 


Nella tappa @, il gruppo fosforico sull’atomo C-1 del glucosio 
1,6-bisfosfato (in rosso) viene riportato sull'enzima, riformando il 
fosfoenzima e producendo glucosio 6-fosfato. 
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Giosol ___ Membrana 
plasmatica 
Glucosio 
G6P 6-fosfatasi 
Trasportatore Ò) ti a Capillare 
3 Q i glucosio 
di G6P (T2) 
(T1) 
G6P Glucosio Glucosio 
GLUT2 
Lume bi Pi 
dell’ER da 
Trasportatore di P; 
(13) 
Accresciuta 
concentrazione 
di glucosio 
nel sangue 


Figura 15.30 Idrolisi del glucosio 6-fosfato a opera della 
glucosio 6-fosfatasi dell’ER. Il sito catalitico della glucosio 6-fosfatasi 
si affaccia nel lume dell'ER. Un trasportatore (T1) del glucosio 
6-fosfato (GGP) trasferisce il substrato dal citosol al lume, da qui il 


Poiché il muscolo e il tessuto adiposo non contengono 
la glucosio 6-fosfatasi, non possono convertire il glucosio 
6-fosfato formato dalla demolizione del glicogeno in glu- 
cosio, quindi non contribuiscono al mantenimento dei li- 
velli di glucosio nel sangue. 


e L'UDP-glucosio, uno zucchero legato a un nucleotide, 
dona il glucosio per la sintesi del glicogeno 

Molte delle reazioni di trasformazione e polimerizzazione 
degli esosi coinvolgono zuccheri legati a nucleotidi (zuc- 
cheri-nucleotidi), composti nei quali il carbonio anome- 
rico di uno zucchero viene attivato tramite un legame fo- 
sfodiestere con un nucleotide. Gli zuccheri-nucleotidi so- 
no i substrati per la polimerizzazione dei monosaccaridi 
a disaccaridi, glicogeno, amido, cellulosa, fino ai più com- 
plessi polisaccaridi extracellulari. Essi fungono anche da 
intermedi nella polimerizzazione degli amminoesosi e dei 
deossiesosi che si trovano in alcuni di questi polisaccaridi 
e nella sintesi della vitamina C (acido l-ascorbico). Il ruo- 
lo degli zuccheri-nucleotidi nella biosintesi del glicogeno 
e di molti altri derivati è stato scoperto dal biochimico ar- 
gentino Luis Leloir nel 1953. 


D-Gruppo glicosilico 


CH,0H 
(0) 
H H H 
oH H idi 
HO Uridina 
H HO î 
Un ma = dI. Î 
| 
O o-!enig o “N 
(0) 


OH OH 


UDP-glucosio 
(uno zucchero legato a un nucleotide) 


glucosio e il P; prodotti passano al citosol attraverso trasportatori 
specifici (T2 e T3). Il glucosio lascia la cellula attraverso il trasportatore 
GLUT2 presente sulla membrana plasmatica. 


Lidoneità degli zuccheri legati a nucleotidi a essere utiliz- 
zati nelle reazioni biosintetiche dipende da diverse pro- 
prietà. 


1. Laloro formazione è metabolicamente irreversibile, 
per cui contribuisce a rendere irreversibili i processi 
biosintetici di cui sono intermedi. La condensazione 
di un nucleoside trifosfato con un esosio 1-fosfato per 
formare uno zucchero legato a un nucleotide ha una 
piccola variazione positiva di energia libera; la reazio- 

ne rilascia però PP; che viene 

ulteriormente idrolizzato dalla 
pirofosfatasi inorganica (Figu- 
ra 15.31) in una reazione for- 
temente esoergonica (AG'° = 

— 19,2 kJ/mole). Ciò mantiene 

bassa la concentrazione cellu- 

lare di PP;, generando una va- 

riazione di energia libera nella 

cellula favorevole alla reazione 

biosintetica. In effetti la rapida 

rimozione del prodotto, guida- 

ta dalla variazione di energia 
libera dell’idrolisi di PP; fortemente negativa, favorisce 
la reazione biosintetica; questa è una strategia utilizza- 
ta in molte altre reazioni di polimerizzazione. 

2. Le trasformazioni chimiche che avvengono negli zuc- 
cheri legati a nucleotidi non coinvolgono gli atomi dei 
nucleotidi, ma la molecola nel suo complesso contiene 
molti gruppi che potenzialmente possono dare origi- 
ne a interazioni non covalenti con enzimi. energia li- 
bera di legame può contribuire in modo determinante 
all’efficienza catalitica dell'enzima (vedi il Capitolo 6; 
vedi anche pagine 316-317). 

3. Come i gruppi fosforici, i gruppi nucleotidilici (per 
esempio UMP o AMP) sono eccellenti gruppi uscenti, 
in quanto attivano l’atomo di carbonio a cui sono lega- 
ti rendendolo più suscettibile agli attacchi nucleofilici. 


Luis Leloir, 1906-1987 


Molto di quanto si legge oggi nei libri di testo sul metabo- 
lismo del glicogeno si deve alle scoperte effettuate tra il 
1925 e il 1950 da una coppia di ricercatori, i coniugi Carl 
E Cori e Gerty T. Cori. Entrambi studiarono medicina 
in Europa alla fine della prima guerra mondiale (Gerty 
completò gli studi propedeutici e la scuola di medicina 
in un anno!). Nel 1922 lasciarono l’Europa per trasferirsi 
negli Stati Uniti. Per nove anni lavorarono a Buffalo, nello 
Stato di New York, in quello che attualmente è il Roswell 
Park Memorial Institute, poi, dal 1931 fino alla morte, 
alla Washington University di St. Louis. 

Nei loro studi sull’origine e il destino del glicogeno nel 


| coniugi Cori nel laboratorio di Gerty Cori, intorno al 1947. 


4. Legando alcune molecole di esosi a un gruppo nucleo- 
tidilico che può essere considerato un’“etichetta” mo- 
lecolare, le cellule le possono accumulare per vari usi 
(per esempio la sintesi del glicogeno), mantenendole 
separate dalle molecole di esosi fosfato destinate ad al- 
tri scopi (come la glicolisi). 


La sintesi del glicogeno avviene praticamente in tut- 
ti i tessuti animali, ma soprattutto nel fegato e nel mu- 
scolo scheletrico. Il punto di partenza della sintesi del 
glicogeno è il glucosio 6-fosfato. Come abbiamo visto, 
questo metabolita può derivare dal glucosio libero me- 
diante fosforilazione da parte dell’esochinasi I e dell’e- 
sochinasi II nel muscolo, o dell’esochinasi IV (glucochi- 
nasi) nel fegato: 


p-Glucosio + ATP — p-glucosio 6-fosfato + ADP 


Una parte del glucosio ingerito durante un pasto segue 
una via più lunga prima di essere convertita in glicogeno. 
Queste molecole entrano prima negli eritrociti, dove sono 
convertite in lattato dalla glicolisi; il lattato esce dai glo- 
buli rossi e raggiunge il fegato, dove la gluconeogenesi lo 
converte in glucosio 6-fosfato. 
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eno e delle disfunzioni associate 


muscolo degli animali, i Cori dimostrarono la conver- 
sione del glicogeno in lattato nei tessuti, il trasferimento 
del lattato dal sangue al fegato, e, nel fegato, la riconver- 
sione del lattato in glicogeno, una via metabolica oggi 
nota col nome di ciclo di Cori (vedi la Figura 23.19). 
Approfondendo queste osservazioni a livello biochimico 
essi dimostrarono che il glicogeno veniva mobilizzato 
da una reazione fosforolitica catalizzata dalla glicogeno 
fosforilasi, un enzima che essi stessi scoprirono. I due 
studiosi identificarono il prodotto di questa reazione 
(l'“estere di Cori”) come glucosio 1-fosfato e dimostra- 
rono che poteva essere reincorporato nel glicogeno tra- 
mite la reazione inversa. Anche se queste osservazioni 
non dimostrarono che questa poteva essere la reazione 
responsabile della sintesi del glicogeno nelle cellule, 
si trattò comunque della prima dimostrazione in vitro 
della sintesi di una macromolecola da subunità mo- 
nomeriche semplici. Da queste osservazioni trassero 
ispirazione altri ricercatori che lavoravano su enzimi 
che catalizzano reazioni di polimerizzazione. Arthur 
Kornberg, lo scopritore della prima DNA polimerasi, 
raccontando la sua esperienza nel laboratorio dei Cori 
dichiarò: “La glicogeno fosforilasi, non l'accoppiamento 
delle basi, mi ha condotto alla scoperta della DNA po- 
limerasi.” 

Gerty Cori si interessò anche alle malattie gene- 
tiche dell’uomo caratterizzate da un accumulo 
di glicogeno nel fegato. La scienziata identificò 


il difetto biochimico in alcune di queste malattie e dimo- 
strò che esse potevano essere diagnosticate saggiando gli 
enzimi del metabolismo del glicogeno in minuscoli cam- 
pioni di tessuto ottenuti per biopsia. La Tabella 1 riassume 
quanto oggi è noto su 13 glicogenosi. O 


Per iniziare la sintesi del glicogeno, il glucosio 6-fosfa- 
to viene convertito in glucosio 1-fosfato dall’enzima fosfo- 
glucomutasi: 


Glucosio 6-fosfato glucosio 1-fosfato 


Il prodotto di questa reazione è poi convertito in UDP-glu- 
cosio dall’azione della UDP-glucosio pirofosforilasi, una 
reazione fondamentale nella via di biosintesi del glicogeno: 


Glucosio 1-fosfato + UTP — UDP-glucosio + PP; 


Si noti che questo enzima prende il nome dalla reazione in 
senso inverso; nella cellula la reazione procede nella dire- 
zione della formazione dell’UDP-glucosio, in quanto il pi- 
rofosfato viene rapidamente idrolizzato dalla pirofosfata- 
si inorganica (Figura 15.31) 

EUDP-glucosio è il donatore delle unità di glucosio nel- 
la reazione enzimatica di formazione del glicogeno cataliz- 
zata dalla glicogeno sintasi, enzima che catalizza il trasfe- 
rimento del residuo glucosidico dall’UDP-glucosio a un’e- 
stremità non riducente di una molecola ramificata di glico- 
geno (Figura 15.32). Lequilibrio complessivo della via che 
dal glucosio 6-fosfato arriva al glicogeno allungato di una 
unità favorisce fortemente la sintesi del glicogeno. 
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Carl e Gerty Cori ottennero il premio Nobel in Fisiologia 
e Medicina nel 1947, insieme all’argentino Bernardo 
Houssay, quest’ultimo per i suoi studi sulla regolazione 
del metabolismo dei carboidrati. I laboratori dei Cori a 
St. Louis divennero un centro internazionale di ricerca 
biochimica negli anni ’40 e ’50. Vi lavorarono almeno 
sei scienziati vincitori del Nobel: Arthur Kornberg (per 


BM Tabella 1 Disfunzioni dell'accumulo di glicogeno nell'uomo 
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la sintesi del DNA, 1959), Severo Ochoa (per la sintesi 
dell'RNA, 1959), Luis Leloir (per il ruolo degli zuccheri- 
nucleotidi nella sintesi dei polisaccaridi, 1970), Earl 
Sutherland (per la scoperta del CAMP nella regolazione 
del metabolismo dei carboidrati, 1971), Christian de Duve 
(peril frazionamento subcellulare, 1974), ed Edwin Krebs 
(per la scoperta della fosforilasi chinasi, 1991). 


Principale organo 


Tipo (nome) Enzima interessato interessato Sintomi 
Tipo 0 Glicogeno sintasi Fegato Bassa concentrazione di glucosio nel sangue, 
chetosi, morte in giovane età 

Tipo Ia (von Gierke) Glucosio 6-fosfatasi Fegato Fegato ingrossato, insufficienza renale 

Tipo Ib Glucosio 6-fosfato Fegato Come per il tipo Ia; oltre a notevole facilità 
traslocasi microsomiale di contrarre infezioni batteriche 

Tipo Ic Trasportatore di P; Fegato Come per il tipo Ia 
microsomiale 

Tipo II (Pompe) Glucosidasi lisosomiale Muscolo scheletrico e Forma infantile: morte entro 2 anni; forma 


Tipo IIIa (Cori o Forbes) 


Enzima deramificante 


cardiaco 


Fegato, muscolo scheletrico 


Fegato, muscolo scheletrico 


e cardiaco 
Tipo IIIb Enzima deramificante Fegato 
del fegato (normale nel 
muscolo) 
Tipo IV (Andersen) Enzima ramificante 
Tipo V (McArdle) Fosforilasi muscolare 


Tipo VI (Hers) 
Tipo VII (Tarui) 
Tipo VIb, VIII o IX 


Tipo XI (Franconi-Bickel) 


Pirofosfato (PP;) 


Fosforilasi epatica 
PFK-1 del muscolo 


Fosforilasi chinasi 


Muscolo scheletrico 


Fegato 


Muscolo, eritrociti 


Fegato, leucociti, muscolo 


Trasportatore del glucosio Fegato 


(GLUT2) 


O 
[| 


0- 


Ù T_T NÎ 
Zucchero|- O— a + 70 î (0) 1 9 P Ot Ribosio 
0° di ca (O 
Zucchero fosforilato NTP 
NDP-zucchero 
pirofosforilasi 


Zucchero legato 


pai ODE zoro) 
°, 

e = La OH 
È, 


Fosfato (P;) 


Reazione complessiva: Zucchero fosforilato + NTP -——? NDP-zucchero + 2P; 


giovanile: difetti muscolari (miopatia); forma 
adulta: come per la distrofia muscolare 


Fegato ingrossato nei bambini; miopatia 


Fegato ingrossato nei bambini 


Fegato e milza ingrossati; mioglobina nell’urina 


Crampi e dolori indotti dall’attività fisica; 
mioglobina nell’urina 


Fegato ingrossato 
Come per il tipo V; anemia emolitica 
Fegato ingrossato 


Crescita ridotta, fegato ingrossato, rachitismo, 
disfunzione renale 


| Base | 


Zucchero — O— n° Sa Ribosio - Base 


Figura 15.31 Formazione di uno 
zucchero legato a un nucleotide. 

Ha luogo una condensazione tra un 
nucleoside trifosfato (NTP) e uno 
zucchero fosforilato. l'ossigeno carico 
negativamente dello zucchero fosforilato 
si comporta da nucleofilo e attacca 

il fosfato a del nucleoside trifosfato, 
liberando pirofosfato. La reazione viene 
spinta in direzione della sintesi dall'idrolisi 
del PP;, catalizzata dalla pirofosfatasi 
inorganica. 
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6CH,0H 
=——g 
H fa xd 
Non H/1 
HO 0, 
3 2 
H HO 
-o— P 
O 
UDP-glucosio 


glicogeno 
sintasi |\y UDP 


CH50H 


H, 
Nuova estremità e 
non riducente 


OH 


Glicogeno allungato 
con n + 1 residui 


La glicogeno sintasi non può formare i legami (a1->6) 
presenti al punto di ramificazione della molecola di glico- 
geno; questi legami sono formati dall’enzima ramificante 
chiamato amilo (1- 4) (1 6) transglicosilasi oppu- 
re glicosil-(4->6)-trasferasi. Penzima ramificante cataliz- 
za il trasferimento di un segmento terminale di 6 o 7 resi- 
dui glucosidici dall’estremità non riducente di una catena 
lineare di glicogeno lunga almeno 11 residui al gruppo os- 
sidrilico sul C-6 di un residuo di glucosio della stessa cate- 
na o di un’altra catena, localizzato in un punto più interno; 
in questo modo si forma una nuova ramificazione (Figura 
15.33). La glicogeno sintasi può ora aggiungere altri residui 
glicosidici alla nuova ramificazione. Le ramificazioni pre- 
senti sulla molecola di glicogeno servono ad aumentare l’in- 
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Figura 15.32 Sintesi del glicogeno. Una catena di glicogeno 
viene allungata dalla glicogeno sintasi. L'enzima trasferisce il residuo 
di glucosio dell'UDP-glucosio all'estremità non riducente di una 
ramificazione del glicogeno (vedi la Figura 7.13) per formare un 
nuovo legame (a1-4). 


CH,0H CH,0H 
0) O) 
w/ H H/î H 
‘N oH H/ NOE HA i 
HO ai 7, Ne Ò= / 
H OH H OH 
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non riducente di una catena 
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(n>4) 
CH,0H 
0 
LI H 
OH H \ 
— 0—° 
H OH 


terazione con il solvente acquoso e ad accrescere il numero 
di estremità non riducenti; queste ultime rappresentano i 
punti di attacco sul glicogeno sia della glicogeno sintasi, sia 
della glicogeno fosforilasi, enzimi che agiscono unicamen- 
te alle estremità non riducenti. 


e Laglicogeninaserve ainiziare la sintesi del glicogeno 

La glicogeno sintasi non può dare inizio alla sintesi de novo 
del glicogeno. Penzima richiede un innesco (primer), in ge- 
nere una catena preformata di (a1-4) poliglucosio o una 
ramificazione che abbia almeno otto residui di glucosio. Ma 
come è possibile dare inizio alla sintesi di una nuova mole- 
cola di glicogeno? La proteina glicogenina (Figura 15.34) 
svolge sia le funzioni di primer con cui iniziare la sintesi 


AIAPRSIAPIAISASÀ 


non riducente 


0 Ss è no 


/ 
4 


Granulo 
n di glicogeno 
Estremità (a1->4) 

non riducente enzima 
ramificante 

q 1-6) Punto di 

Estremità Ki Ki Ki KÀ KA Ki K) (cl>6) Punto di 

0 0 nu se lu mp utt te —o- - 
(0) 


_d_a, i) 
Estremità no ol ad I, \_ 


non riducente 


Figura 15.33 Formazione delle ramificazioni nella molecola 
di glicogeno. L'enzima ramificante, chiamato anche amilo (1->4) 


Granulo 
di glicogeno 


(1-6) transglicosilasi, o glicosil-(4->6)-trasferasi, forma una nuova 
ramificazione durante la sintesi del glicogeno. 


ramificazione 


© 978-88-08-26148-9 


CAPITOLO 15 


Principi di regolazione metabolica 


Figura 15.34 Struttura della glicogenina. (PDB 1D 1LL2) La 
glicogenina del muscolo (M, 37 000) forma dimeri in soluzione. 
Nel fegato umano si ha una seconda isoforma, la glicogenina-2. Il 
substrato, UDP-glucosio, è legato a un ripiegamento di Rossmann 
vicino all'estremità amminoterminale ed è a una certa distanza dai 


| residui Tyr!®, a 15 À da quello presente nello stessomonomero, 12 À da 
A quello nel corrispondente dimero. Ciascuna molecola di UDP-glucosio 
ae Li è legata attraverso il suo gruppo fosforico a uno ione Mn°*, essenziale 
? UDP- da 


di nuove catene, sia di enzima che catalizza il loro assem- 
blaggio. La prima tappa nella sintesi di una nuova moleco- 
la di glicogeno è il trasferimento di un residuo di glucosio 
dall’UDP-glucosio al gruppo ossidrilico della Tyr! della gli- 
cogenina, catalizzato dall’attività glucosil-trasferasica del- 
la stessa glicogenina (Figura 15.35). La catena nascente si 


per la catalisi. Si ritiene che lo ione Mn?* funga da accettore di una 
coppia di elettroni (acido di Lewis) al fine di stabilizzare il gruppo UDP 
uscente. Il legame glicosidico nel prodotto ha la stessa configurazione 
intorno al C-1 del glucosio come il substrato UDP-glucosio; ciò 
suggerisce che il trasferimento del glucosio dall'UDP alla Tyr'** avvenga 
in due tappe. La prima tappa probabilmente consiste in un attacco 
nucleofilico da parte dell'Asp'9?, che forma un intermedio temporaneo 
con configurazione invertita. Un secondo attacco nucleofilico da parte 


della Tyr!°" ripristina la configurazione iniziale. 


estende per aggiunta successiva di altri sette residui di glu- 
cosio, ciascuno dei quali deriva dall’UDP-glucosio. Questa 
reazione di allungamento è sempre catalizzata dalla glico- 
genina. A questo punto entra in gioco la glicogeno sintasi, 
che estende ulteriormente la catena del glicogeno. La glico- 
genina rimane inglobata nella particella B, legata covalen- 
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(b) 


Ogni catena possiede 
da 12 a 14 residui di glucosio 


if \- Glicogenina 


Tyr1% 
H HO 
_ | 
UDP-glucosio iui co. 
(O) O] Ribosio|— Uracile 
attività 


della glucosiltrasferasi 


UDP-glucosio | UDP 
CH,0H 
0, G ) glicogenina terza fila 
Ù as 
mei primer uarta fila 
a ca 0 P q 
g fila esterna 
seconda fila a 
va (non ramificata) 
Figura 15.35 La glicogenina e la struttura della particella di glicogeno. 
(a) La glicogenina catalizza due distinte reazioni. Inizialmente si forma un 
H_ HO 194 


(0) residuo glicosilato di Tyr a seguito dell'attacco del gruppo ossidrilico della Tyr 
Bega dl IERI all'atomo C-1 dell'unità glucosilica dell'UDP-glucosio. Successivamente, il C-1 di 
n Î È Î O un'altra molecola di UDP-glucosio viene attaccato dal gruppo ossidrilico in C-4 
(0) 0] Ribosio + Uracile del glucosio terminale; la sequenza si ripete formando una catena di glicogeno 
composta da otto residui di glucosio uniti dai legami (a1-4) glicosidici. 
rin nano (b) Struttura della particella di glicogeno. Le catene di glicogeno (da 12 a 14 residui) 
si estendono in file a partire da una molecola centrale di glicogenina. Le catene 


UDP-glucosio 


UDP interne hanno due ramificazioni (a1->6) ciascuna. Le catene delle file esterne non 
sono ramificate. In una particella completa di glicogeno sono presenti 12 file (qui 
ne sono mostrate solo 5), per un totale di circa 55 000 residui di glucosio racchiusi 


Si ripete sei volte 
P in una molecola di circa 21 nm di diametro e una massa (M,) — di 107. 
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temente all'estremità riducente della molecola di glicogeno 
(Figura 15.35b). Le conseguenze sulla salute di una muta- 
zione nel gene della glicogenina, che blocca la sua attività 
polimerizzante, comprendono debolezza muscolare e sen- 
so di affaticamento, deplezione del glicogeno nel fegato e 
battito cardiaco irregolare (aritmia cardiaca). 


SOMMARIO 15.4 
II metabolismo del glicogeno negli animali 

e Il glicogeno viene conservato nel muscolo e nel fegato 
sotto forma di grandi particelle, all’interno delle quali 
sono contenuti anche gli enzimi che metabolizzano il 
glicogeno e gli enzimi che ne regolano il metabolismo. 

* La glicogeno fosforilasi catalizza la scissione fosforoli- 
tica all'estremità non riducente delle catene di glico- 
geno, liberando glucosio 1-fosfato. enzima deramifi- 
cante trasferisce la ramificazione a una catena lineare 
e rilascia il residuo da cui originava la ramificazione 
(a1-6) sotto forma di glucosio libero. 

e La fosfoglucomutasi converte reversibilmente il glu- 
cosio 1-fosfato in glucosio 6-fosfato. Il glucosio 6-fo- 
sfato può entrare nella glicolisi oppure nel fegato; in 
quest’ultimo caso può essere convertito in glucosio li- 
bero dalla glucosio 6-fosfatasi nel reticolo endoplasma- 
tico, da dove viene poi rilasciato nel sangue. 

e LPUDP-glucosio, uno zucchero legato a un nucleotide, 
dona i residui di glucosio all’estremità non riducente 
del glicogeno nella reazione catalizzata dalla glicogeno 
sintasi. enzima ramificante produce i legami (a1->6) 
nei punti di ramificazione. 

e Le nuove particelle di glicogeno si formano mediante 
la creazione autocatalizzata di un legame glicosidico 
tra il glucosio dell’UDP-glucosio e un residuo di Tyr 
della proteina glicogenina, a cui segue l’aggiunta di 
altri residui di glucosio fino a formare un innesco (pri- 
mer) per l’attività della glicogeno sintasi. 


Regolazione coordinata della sintesi 
e della demolizione del glicogeno 


Come abbiamo visto, la glicogeno fosforilasi degrada il gli- 
cogeno a glucosio 1-fosfato (vedi la Figura 15.27) e consen- 
te la mobilizzazione del glicogeno immagazzinato; questo 
è un caso particolarmente istruttivo di regolazione enzi- 
matica. Si è trattato di uno dei primi esempi di un enzima 
regolato allostericamente e il primo esempio di un enzima 
controllato dalla fosforilazione reversibile. Inoltre la glico- 
geno fosforilasi è stata tra i primi enzimi allosterici di cui è 
stata chiarita in dettaglio la struttura tridimensionale del- 
la forma attiva e della forma inattiva, usando la diffrazione 
cristallografica dei raggi X. La glicogeno fosforilasi rivela 
anche come gli isozimi abbiano spesso ruoli che si adatta- 
no alle funzioni del tessuto. 


e Laglicogeno fosforilasi è regolata allostericamente 

e ormonalmente 
Alla fine degli anni ’30, Carl e Gerty Cori (Box 15.4) sco- 
prirono che la glicogeno fosforilasi del muscolo scheletri- 
co può avere due forme interconvertibili: la glicogeno fo- 
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sforilasi a, cataliticamente at- 
tiva, e la glicogeno fosforila- 
si b, forma meno attiva (Figura 
15.36). Studi successivi condot- 
ti da Earl Sutherland dimostra- 
rono che la fosforilasi b predo- 
minava nel muscolo a riposo, 
ma durante un’intensa attività 
muscolare l'ormone adrenali- 
na innescava la fosforilazione 
di uno specifico residuo di Ser 
della fosforilasi b, convertendo- 
la nella sua forma più attiva, la 
fosforilasi a. (Si osservi che la 
glicogeno fosforilasi viene spesso indicata col solo termine 
fosforilasi, essendo stata la prima fosforilasi a essere scoper- 
ta; il nome abbreviato continua a essere impiegato nell’uso 
comune e in letteratura.) 

Lenzima (fosforilasi b chinasi) responsabile dell’atti- 
vazione della fosforilasi attraverso il trasferimento di un 
gruppo fosforico a uno specifico residuo di Ser dalla pro- 
teina substrato è a sua volta attivato dall’adrenalina o dal 
glucagone attraverso la serie di tappe mostrata nella Figu- 
ra 15.37 Sutherland scoprì anche il secondo messaggero 
cAMP la cui concentrazione aumenta in risposta allo sti- 
molo da adrenalina (nel muscolo) o glucagone (nel fega- 
to). Alte concentrazioni di cAMP provocano una cascata 
enzimatica, nella quale un catalizzatore attiva un cata- 


Earl W. Sutherland, Jr., 
1915-1974 
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Figura 15.36 Regolazione per modificazione covalente della 
glicogeno fosforilasi muscolare. Nella forma più attiva dell'enzima, 
la fosforilasi a, i residui della Ser!*, uno per ogni subunità, sono 
fosforilati. La fosforilasi a viene convertita in una forma meno attiva, 
la fosforilasi b, per rimozione enzimatica dei gruppi fosforici legati alla 
Ser'*, una reazione catalizzata dalla fosforilasi a fosfatasi (nota anche 
col nome di fosfoproteina fosfatasi 1, PP1). La fosforilasi b può essere 
riconvertita (riattivata) in fosforilasi a, per azione della fosforilasi b 
chinasi. (Vedi anche la Figura 6.42 per la regolazione della glicogeno 
fosforilasi.) 
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Figura 15.37 Cascata enzimatica attivata 
dall’adrenalina e dal glucagone. L'adrenalina, che 
si lega a specifici recettori sui miociti (a sinistra), 

e il glucagone, che agisce invece sugli epatociti 

(a destra), attivano la proteina che lega il GTP Gs, 
(vedi la Figura 12.4). La proteina Gs, attivata innesca 
un aumento della concentrazione di cAMP che a 
sua volta attiva PKA. Ciò dà il via a una cascata di 


Epatocita 


fosforilazioni; la PKA attiva la fosforilasi b chinasi, 
che poi attiva la glicogeno fosforilasi. Tale effetto 

a cascata amplifica il segnale iniziale; i numeri nei 
rettangoli in rosa sono stime, probabilmente per 
difetto, dell'aumento del numero di molecole a ogni 
stadio della cascata. Il risultato è la demolizione del 
glicogeno in glucosio, che nei miociti può essere 
utilizzato per produrre ATP (attraverso la glicolisi), 
necessario al muscolo per la contrazione, mentre 
negli epatociti può essere trasferito al sangue per 
controbilanciare la diminuita concentrazione del 
glucosio. 
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lizzatore, che attiva un altro catalizzatore (vedi la Sezione 
12.1). Tale meccanismo determina così l'amplificazione 
del segnale iniziale (si vedano i rettangoli in rosa nella Fi- 
gura 15.37). Paumento di [CAMP] attiva la chinasi CAMP- 
dipendente, chiamata anche proteina chinasi A (PKA). La 
PKA fosforila poi la fosforilasi b chinasi, che diventa atti- 
va e catalizza la fosforilazione dei residui di Ser in ciascu- 
na delle due identiche subunità della glicogeno fosforila- 
si. La glicogeno fosforilasi si attiva a sua volta e catalizza la 
demolizione del glicogeno. Nel muscolo si ha così un rifor- 
nimento di sostanze nutrienti da utilizzare nella glicolisi 
per sostenere la contrazione muscolare, cioè la risposta alla 
condizione di “combatti o fuggi” segnalata dall’adrenalina. 
Nel fegato, invece, la degradazione del glicogeno risponde 
alla ridotta concentrazione di glucosio nel sangue segnala- 
ta dal glucagone rilasciando glucosio. Questi diversi ruoli 
dipendono da piccole differenze esistenti nei meccanismi 
di regolazione presenti nel fegato e nel muscolo. Le glico- 
geno fosforilasi del fegato e del muscolo sono forme iso- 
zimatiche, codificate da geni differenti e quindi con pro- 
prietà di regolazione distinte. 


Nel muscolo, due meccanismi di controllo allosterici 
si sovrappongono alla regolazione della fosforilasi dipen- 
dente da modificazioni covalenti (Figura 15.37). Il Ca?*, il 
segnale di contrazione muscolare, si lega e attiva la fosfo- 
rilasi b chinasi, convertendo la fosforilasi b nella forma a 
attiva. Il Ca°* si lega alla fosforilasi b chinasi attraverso la 
sua subunità è, che è la calmodulina (vedi la Figura 12.11). 
PAMPB che si accumula nella cellula quando il muscolo è in 
intensa attività come risultato della demolizione dell'ATP, 
si lega e attiva la fosforilasi, accelerando il rilascio di glu- 
cosio 1-fosfato dal glicogeno. Quando i livelli di ATP sono 
adeguati, l’ATP blocca il sito allosterico a cui si lega ’AMP, 
inattivando così la fosforilasi. 

Nel muscolo a riposo, un secondo enzima, la fosforila- 
si a fosfatasi, chiamato anche fosfoproteina fosfatasi 1 
(PP1), rimuove i gruppi fosforici dalla fosforilasi a, conver- 
tendola nella forma meno attiva, la fosforilasi b. 

Come l’enzima del muscolo, la fosforilasi del fegato vie- 
ne regolata ormonalmente (attraverso la fosforilazione/de- 
fosforilazione) e allostericamente. La forma defosforilata 
è essenzialmente inattiva. Se il livello di glucosio nel san- 
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Figura 15.38 La glicogeno fosforilasi del fegato come 
sensore di glucosio. Il legame del glucosio a un sito allosterico 
dell'isozima fosforilasi a del fegato induce una modificazione 
conformazionale che espone il suo residuo di Ser fosforilato 
all'azione della fosforilasi a fosfatasi (PP1). Questa fosfatasi 


gue è troppo basso, il glucagone (che agisce con lo stesso 
meccanismo a cascata mostrato nella Figura 15.37) attiva 
la fosforilasi b chinasi, che a sua volta converte la fosfo- 
rilasi b nella sua forma a attiva, innescando il rilascio di 
glucosio nel sangue. Quando la concentrazione ematica di 
glucosio ritorna normale, lo zucchero rientra negli epato- 
citi e si lega a un sito allosterico inibitore sulla fosforilasi 
a. Il legame produce una modificazione conformaziona- 
le che espone i residui di Ser fosforilati alla fosfoproteina 
fosfatasi PP1, che catalizza la defosforilazione e l’inattiva- 
zione della fosforilasi (Figura 15.38). Il sito allosterico del 
glucosio consente alla glicogeno fosforilasi di agire come 
un sensore della concentrazione del glucosio e di rispon- 
dere adeguatamente alle variazioni nella concentrazione 
del glucosio nel sangue. 


e Anchelaglicogeno sintasi è regolata mediante 
fosforilazione e defosforilazione 

Analogamente alla glicogeno fosforilasi, la glicogeno sin- 
tasi può essere in forma fosforilata o defosforilata (Figu- 
ra 15.39). Nella forma attiva, la glicogeno sintasi a non è 
fosforilata. La fosforilazione delle catene laterali ossidrili- 
che di diversi residui Ser in entrambe le subunità dell’en- 
zima converte la glicogeno sintasi a in glicogeno sinta- 
si b, che è però inattiva, a meno che non sia presente il 
suo attivatore allosterico, il glucosio 6-fosfato. La glicoge- 
no sintasi può essere fosforilata a livello di residui diver- 
si da almeno 11 differenti proteina chinasi. Il più impor- 
tante tra questi enzimi è la glicogeno sintasi chinasi 3 
(GSK3), che aggiunge gruppi fosforici a tre residui di Ser 
posti all'estremità carbossiterminale della glicogeno sinta- 
si, inattivandola quasi completamente. azione della GSK3 
è gerarchica; essa non può fosforilare la glicogeno sintasi 
a meno che un’altra proteina chinasi, la caseina chinasi 
II (CKII), non abbia prima fosforilato la glicogeno sinta- 
si a livello di un residuo vicino al sito di fosforilazione del- 
la GSK3; questo processo viene detto priming (innesco) 
(Figura 15.402). 

Nel fegato, la conversione della glicogeno sintasi b nel- 
la forma attiva è promossa dalla PP1, che è legata alla par- 
ticella di glicogeno. La PP1 rimuove i gruppi fosforici dai 
tre residui Ser fosforilati dalla GSK3. Il glucosio 6-fosfato 
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converte la fosforilasi a in fosforilasi b, riducendo drasticamente 
l'attività dell'enzima e rallentando la degradazione del glicogeno 
in risposta a un'elevata concentrazione di glucosio nel sangue. 
L'insulina agisce anche indirettamente stimolando la PP1 e 
rallentando la demolizione del glicogeno. 
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Figura 15.39 Effetti della GSK3 sull'attività glicogeno 
sintasica. La glicogeno sintasi a, la forma attiva, ha tre residui di 
Ser vicini alla sua estremità carbossilica, che vengono fosforilati 
dalla glicogeno sintasi chinasi 3 (GSK3). La fosforilazione converte 
la glicogeno sintasi nella sua forma inattiva (b). L'azione della 
GSK3 richiede una fosforilazione preliminare (priming) da parte 
della caseina chinasi Il (CKII). L'insulina dà il via al processo di 
attivazione della glicogeno sintasi b, bloccando l'attività della 
GSK3 (vedi la Figura 12.16 che illustra questo processo) e attivando 
una fosfoproteina fosfatasi (la PP1 nel muscolo, un'altra fosfatasi 
nel fegato). Nel muscolo l'adrenalina attiva la PKA, che fosforila 

la proteina che identifica il glicogeno Gm (vedi la Figura 15.42), 

in un sito che provoca la dissociazione della PP1 dal glicogeno. 

Il glucosio 6-fosfato favorisce la defosforilazione della glicogeno 
sintasi, legandosi a essa e promuovendo una conformazione 
della sintasi che è un buon substrato per la PP1. Il glucosio 
promuove invece un processo di defosforilazione. Il legame del 
glucosio alla glicogeno fosforilasi a determina una modificazione 
conformazionale che favorisce la sua defosforilazione a glicogeno 
fosforilasi b, rimuovendo così l'effetto inibitorio della PP1 (vedi la 
Figura 15.41). 
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Figura 15.40 Priming della fosforilazione della glicogeno 
sintasi da parte di GSK3. (a) La glicogeno sintasi chinasi 3 si lega alla 
sua proteina substrato (la glicogeno sintasi) tramite l'interazione di tre 
suoi residui carichi positivamente (Arg, Arg'89, Lys?°5) con un residuo 
di fosfoserina nella posizione +4 nel substrato. (Al residuo di Ser o di 
Thr che verrà fosforilato nel substrato si assegna di norma la posizione 
0.1 residui sul lato amminoterminale di questo residuo sono numerati 
—1, -2, e così via; i residui sul lato carbossiterminale sono numerati 
+1, +2, e così via.) Questa associazione comporta l'allineamento del 
sito attivo dell'enzima con un residuo di Ser in posizione 0, che viene 
così fosforilato. Si crea in questo modo un nuovo sito di priming e 
l'enzima si muove lungo la proteina per fosforilare il residuo di Ser in 


si lega a un sito allosterico sulla glicogeno sintasi b; l’enzi- 
ma diventa un substrato migliore per la defosforilazione 
da parte della PP1, attivandosi. Mentre la glicogeno fosfo- 
rilasi si comporta come un sensore per il glucosio, la gli- 
cogeno sintasi si comporta invece come un sensore per il 
glucosio 6-fosfato. Nel muscolo, il ruolo che ha la PP1 nel 
fegato può essere svolto da una differente fosfatasi, che at- 
tiva la glicogeno sintasi mediante defosforilazione. 


Recettore 
dell’insulina 


Inattiva 


sintasi 


b 


Inattiva PI » 
Attiva 
PPI 


SP: 


(oN RI ; a 
o 


IODOCC 


Citosol 


sintasi 


Pseudosubstrato 


posizione —4 e poi il residuo di Ser in posizione — 8. (b) GSK3 ha un 
residuo di Ser vicino all'estremità amminoterminale che può essere 
fosforilato da PKA o da PKB (vedi la Figura 15.41). Si produce così 
una regione “pseudosubstrato” nella GSK3 che si ripiega sul sito di 
priming e rende il sito attivo inaccessibile a un substrato proteico, 
inibendo GSK3 fintanto che il gruppo fosforico di priming creato 

sul suo pseudosubstrato non viene rimosso dalla PP1. Anche altre 
proteine substrato della GSK3 hanno un sito di priming in posizione 
+4; questo deve essere fosforilato da un'altra proteina chinasi prima 
che GSK3 possa agire. (Vedi anche le Figure 6.37 e 12.22b sulla 
regolazione della glicogeno sintasi.) 


e La glicogeno sintasi chinasi 3 media alcune delle azioni 
dell'insulina 

Come abbiamo visto nel Capitolo 12, un modo in cui l’insu- 
lina innesca le modificazioni intracellulari consiste nell’at- 
tivazione di una proteina chinasi (la proteina chinasi B, o 
PKB) che fosforila e inattiva la GSK3 (Figura 15.41; vedi 
anche la Figura 12.16). La fosforilazione di un residuo di 
Ser vicino all'estremità amminoterminale di GSK3 conver- 


Figura 15.41 La via da insulina a GSK3 ea 
glicogeno sintasi. Il legame dell'insulina con il suo 
recettore attiva una tirosina chinasi presente nello 
stesso recettore, che poi fosforila il substrato-1 del 
recettore dell'insulina (IRS-1). Il residuo di fosfotirosina 
prodotto da questa proteina viene riconosciuto dalla 
fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI-3K), che converte il 
fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato (PIP,) della membrana 
in fosfatidilinositolo 3,4,5-trisfosfato (PIP3). Una 
proteina chinasi (PDK-1) che è attiva se è legata a 

PIP, determina l'attivazione di una seconda proteina 
chinasi (PKB), che fosforila la glicogeno sintasi 

chinasi 3 (GSK3) nella sua regione pseudosubstrato, 
inattivandola con il meccanismo illustrato nella 

Figura 15.40b. L'inattivazione di GSK3 permette 

alla fosfoproteina fosfatasi 1 (PP1) di defosforilare 

la glicogeno sintasi, convertendola nella sua forma 
attiva. In questo modo l'insulina stimola la sintesi del 
glicogeno. (Vedi la Figura 12.16 per maggiori dettagli 
sull'azione dell'insulina.) 
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te questa regione della proteina in uno pseudosubstrato, 
che si ripiega sul sito a cui si lega normalmente il residuo 
di Ser fosforilato dal processo di priming del substrato (Fi- 
gura 15.40b). Ciò impedisce che la GSK3 si possa legare al 
sito di priming di un substrato reale. In questo modo la 
GSK3 si inattiva, e il bilancio si sposta in favore della defo- 
sforilazione della glicogeno sintasi da parte della PP1. La 
glicogeno fosforilasi può anche favorire la fosforilazione 
della glicogeno sintasi: la glicogeno fosforilasi attivata ini- 
bisce direttamente la PP1, impedendo che essa possa atti- 
vare la glicogeno sintasi (Figura 15.39). 

Anche se il ruolo della GSK3 nel metabolismo del gli- 
cogeno è stato scoperto per primo (da qui il nome glicoge- 
no sintasi chinasi), l'enzima ha certamente un ruolo che 
va oltre la regolazione della glicogeno sintasi. Infatti, la 
GSK3 partecipa ai processi di segnalazione dell’insulina e 
di altri fattori di crescita e nutrienti, e inoltre determina il 
destino della cellula durante lo sviluppo embrionale. Tra i 
suoi bersagli vi sono proteine del citoscheletro e proteine 
essenziali per la sintesi dell'mRNA e delle proteine. I sub- 
strati, come la glicogeno sintasi, prima di essere fosforila- 
ti dalla GSK3 devono subire una preventiva fosforilazione 
da parte di un’altra proteina chinasi. 


e La fosfoproteina fosfatasi 1 ha un ruolo centrale 

nel metabolismo del glicogeno 
Soltanto l'enzima PP1 può rimuovere i gruppi fosforici di 
tutti e tre gli enzimi fosforilati in risposta al glucagone (fe- 
gato) e all’adrenalina (fegato e muscolo): la fosforilasi chi- 
nasi, la glicogeno fosforilasi e la glicogeno sintasi. Linsuli- 
na stimola la sintesi del glicogeno attivando la PP1 e inat- 
tivando la GSK3. 

La fosfoproteina fosfatasi 1 non si trova libera nel cito- 
sol, ma è strettamente legata alle sue proteine bersaglio da 
una delle proteine che identificano il glicogeno (glyco- 
gen-targeting proteins) e a ciascuno dei tre enzimi, la glicoge- 
no fosforilasi, la fosforilasi chinasi e la glicogeno sintasi (Fi- 
gura 15.42). La PP1 è soggetta anche a una regolazione cova- 
lente e allosterica: viene inattivata quando è fosforilata dal- 
la PKA ed è attivata allostericamente dal glucosio 6-fosfato. 
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e  Segnaliallosterici e ormonali coordinano il metabolismo 
dei carboidrati 

Dopo aver esaminato i meccanismi che regolano i singoli 
enzimi, passiamo ora a considerare le modificazioni com- 
plessive del metabolismo dei carboidrati che si verificano 
quando si passa da una condizione di buona alimentazio- 
ne a una condizione di digiuno o a una condizione di “com- 
batti o fuggi”, segnalate rispettivamente dall’insulina, dal 
glucagone e dall’adrenalina. Prenderemo in considerazio- 
ne due casi in cui la regolazione ha due scopi distinti: (1) il 
ruolo svolto dagli epatociti nel fornire glucosio al sangue; 
(2) l'utilizzo dei carboidrati come combustibili metabolici 
da parte di tessuti non epatici, come i muscoli scheletrici 
(miociti), per svolgere la loro attività. 

Dopo l’ingestione di un pasto ricco di carboidrati, l’in- 
nalzamento del glucosio nel sangue innesca il rilascio di 
insulina (Figura 15.43, in alto). Sull’epatocita l’insulina ha 
due effetti immediati: inattiva l’enzima GSK3, agendo me- 
diante la cascata enzimatica mostrata nella Figura 15.41, e 
attiva una fosfoproteina fosfatasi, probabilmente la PP1. 
Queste due azioni coordinate attivano la glicogeno sinta- 
si. Inoltre la PP1 converte la glicogeno fosforilasi a e la fo- 
sforilasi chinasi nelle loro forme defosforilate, bloccando 
la degradazione del glicogeno. Il glucosio entra negli epa- 
tociti attraverso il trasportatore a elevata capacità GLUT?2, 
sempre presente nella membrana plasmatica, e l’alto con- 
tenuto di glucosio intracellulare porta alla dissociazione 
dell’esochinasi IV (glucochinasi) dalla sua proteina nuclea- 
re regolatrice (vedi la Figura 15.15). Pesochinasi IV entra 
nel citosol e fosforila il glucosio, stimolando la glicolisi e 
fornendo il precursore per la sintesi del glicogeno. In que- 
ste condizioni gli epatociti utilizzano l’eccesso di glucosio 
nel sangue per sintetizzare glicogeno intracellulare, fino al 
limite di circa il 10% del peso totale del fegato. 

Tra un pasto e l’altro, o durante un digiuno prolungato, 
l'abbassamento del glucosio nel sangue innesca il rilascio 
di glucagone che, agendo secondo il meccanismo a cascata 
mostrato nella Figura 15.37 attiva la PKA, la quale media 
tutti gli effetti del glucagone (Figura 15.43, in basso). Essa 
fosforila la fosforilasi chinasi, attivandola e provocando l’at- 


Figura 15.42 La proteina Gm ha come 
bersaglio il glicogeno. La proteina Gw fa parte 
di una famiglia di proteine che legano altre 
proteine (fra cui PP1) alle particelle di glicogeno. 
Gm può essere fosforilata in due diverse posizioni 
in risposta all'insulina o all'adrenalina. © La 
fosforilazione stimolata dall'insulina del sito 1 di 
Gm attiva PP1, che defosforila la fosforilasi chinasi, 
la glicogeno fosforilasi e la glicogeno sintasi. 

© La fosforilazione del sito 2 di Gm stimolata 


e lo inattiva 
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dall'adrenalina provoca la dissociazione di PP1 
dalle particelle di glicogeno, impedendo il suo 
accesso alla glicogeno fosforilasi e alla glicogeno 
sintasi. La PKA fosforila anche una proteina 
(l'inibitore 1) che, quando è fosforilata, inibisce 
PP1. Attraverso questi meccanismi l'insulina 
inibisce la degradazione e stimola la sintesi del 
glicogeno, mentre l'adrenalina (o il glucagone nel 
fegato) ha l'effetto contrario. 
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tivazione della glicogeno fosforilasi. Viene anche fosforila- 
ta la glicogeno sintasi, causando il blocco della sintesi del 
glicogeno. Un altro effetto è la fosforilazione della PFK-2/ 
FBPasi-2, che determina una caduta della concentrazio- 
ne del regolatore fruttosio 2,6-bisfosfato, con l’effetto di 
inattivare l’enzima glicolitico PFK-1 e attivare l'enzima 
gluconeogenico FBPasi-1. Inoltre la PKA fosforila e inat- 
tiva l’enzima glicolitico piruvato chinasi. In queste con- 
dizioni il fegato produce glucosio 6-fosfato tramite la de- 
gradazione del glicogeno e tramite la gluconeogenesi, e 
cessa di utilizzare il glucosio nella via glicolitica o nella 
produzione di glicogeno, rendendo così massima la quan- 
tità di glucosio che può essere rilasciato nel sangue. Que- 
sto processo diventa possibile solo nel fegato e nel rene in 
quanto gli altri tessuti sono privi della glucosio 6-fosfata- 
si (vedi la Figura 15.30). 
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Principi di regolazione metabolica 


La fisiologia del muscolo scheletrico differisce da quel- 
la del fegato per tre proprietà rilevanti ai fini della discus- 
sione sulla regolazione metabolica (Figura 15.44): (1) il 
muscolo utilizza le sue riserve di glicogeno unicamente 
per le proprie necessità; (2) nel passare dallo stato di ripo- 
so a un’intensa contrazione il muscolo aumenta drastica- 
mente la sua richiesta di ATP, che viene soddisfatta dalla 
glicolisi; (3) nel muscolo la gluconeogenesi è assente. La 
regolazione del metabolismo dei carboidrati nel musco- 
lo rispecchia queste differenze rispetto al fegato. I mioci- 
ti non hanno recettori per il glucagone. Lisozima della pi- 
ruvato chinasi che si trova nel muscolo non viene fosfori- 
lato dalla PKA, e quindi la glicolisi non si blocca quando 
la concentrazione di cAMP è elevata. Infatti, nel muscolo 
la disponibilità di cAMP accresce la velocità della glicolisi, 
probabilmente attivando la glicogeno fosforilasi. Quando 
viene rilasciata adrenalina nel sangue, in una situazione di 
risposta alla condizione di “combatti o fuggi”, la PKA è at- 
tivata dall'aumento della concentrazione di cAMP e prov- 
vede a fosforilare e attivare la glicogeno fosforilasi chinasi. 
La fosforilazione e l’attivazione della glicogeno fosforilasi 
che seguono determinano una più veloce demolizione del 
glicogeno. Ladrenalina non viene rilasciata in condizioni 
di sforzo limitato, ma a ogni stimolazione neuronale della 
contrazione muscolare la concentrazione di Ca?* nel cito- 
sol aumenta per breve tempo e attiva la fosforilasi chinasi 
attraverso la sua subunità calmodulina. 

Alte concentrazioni di insulina provocano un aumen- 
to della sintesi di glicogeno nei miociti attraverso l’attiva- 
zione della PP1 e l’inattivazione della GSK3. A differenza 
degli epatociti, i miociti hanno una riserva di trasportatori 
GLUTA segregati in vescicole intracellulari. insulina pro- 
voca il loro trasferimento sulla membrana plasmatica (vedi 
la Figura 12.16), dove incrementano il trasporto del gluco- 
sio all’interno dei miociti. Quindi, in risposta all’insulina, i 
miociti contribuiscono ad abbassare il livello del glucosio 
nel sangue, aumentando la velocità dell’assorbimento del 
glucosio, la sintesi del glicogeno e la glicolisi. 


e IImetabolismo dei carboidrati e quello dei lipidi sono 
integrati da meccanismi ormonali e allosterici 

La complessa regolazione del metabolismo dei carboidra- 
ti non esaurisce l’argomento della regolazione del meta- 
bolismo dei combustibili metabolici. Il metabolismo dei 
lipidi e degli acidi grassi è strettamente correlato a quel- 
lo dei carboidrati. Segnali ormonali come l’insulina, va- 
riazioni nella dieta o l'esercizio fisico sono ugualmente 
importanti nella regolazione del metabolismo dei gras- 
si e nella sua integrazione con il metabolismo degli zuc- 
cheri. Torneremo sulla regolazione globale del metaboli- 


Figura 15.43 Regolazione del metabolismo dei carboidrati 
nel fegato. Le frecce indicano le relazioni tra le variazioni che esse 
connettono. Per esempio, una freccia (blu o rossa) da | A verso T B 
significa che una diminuzione di A causa un aumento di B. Le 
frecce rosse collegano eventi determinati da alti livelli di glucosio 
nel sangue. Le frecce blu collegano eventi indotti da bassi livelli di 
glucosio nel sangue. 
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Figura 15.44 Differenze tra la regolazione del metabolismo 

dei carboidrati nel fegato e nel muscolo. Nel fegato, il glucagone 
(che segnala una ridotta concentrazione di glucosio nel sangue) o 
l'adrenalina (che segnala una condizione di “combatti o fuggi”) hanno 
l'effetto di favorire il trasferimento di glucosio al flusso ematico. Nel 
muscolo, l'adrenalina aumenta la demolizione del glicogeno e la 
velocità della glicolisi, che insieme forniscono il combustibile per la 
produzione dell'ATP necessaria alla contrazione muscolare. 


smo nei mammiferi nel Capitolo 23, dopo aver trattato il 
metabolismo degli amminoacidi e dei lipidi (Capitoli 17 
e 18). Risulta a questo punto evidente quanto sia impor- 
tante comprendere che le vie metaboliche sono sottopo- 
ste a tutta una serie di complessi meccanismi di control- 
lo, estremamente sensibili alle variazioni delle situazio- 
ni metaboliche. Tali meccanismi agiscono per regolare il 
flusso dei metaboliti attraverso diverse vie metaboliche, 
in base al fabbisogno della cellula o dell'organismo intero, 
senza causare forti variazioni nella concentrazione degli 
intermedi condivisi con altre vie. 


SOMMARIO 15.5 

Regolazione coordinata della sintesi e della 

demolizione del glicogeno 
» La glicogeno fosforilasi viene attivata in risposta al glu- 
cagone o all’adrenalina, che producono un aumento 
della concentrazione di cAMP e attivano la PKA. La 
PKA fosforila e attiva la fosforilasi chinasi, che con- 
verte la glicogeno fosforilasi b nella sua forma attiva 
a. La fosfoproteina fosfatasi 1 (PP1) rimuove i gruppi 
fosforici dalla glicogeno fosforilasi a, inattivandola. Il 
glucosio si lega all’isozima della glicogeno fosforilasi a 
presente nel fegato, favorendo la sua defosforilazione e 
inattivazione. 
La glicogeno sintasi a viene inattivata dalla fosforila- 
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Linsulina incrementa il trasporto del glucosio nei mio- 
citi e negli adipociti, attivando il trasferimento del tra- 
sportatore del glucosio GLUT4 sulla membrana pla- 
smatica. 
L’insulina stimola la sintesi dell’esochinasi II e IV, della 
PFK-1, della piruvato chinasi e di diversi enzimi coin- 
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= Problemi 


1. 


Valutazione della concentrazione intracellulare 
dei metaboliti. La misurazione della concentrazione 
degli intermedi metabolici nelle cellule presenta qual- 
che problema sperimentale; di solito una cellula va di- 
strutta prima che la concentrazione del metabolita pos- 
sa essere misurata. Dato che gli enzimi cellulari cata- 
lizzano molto rapidamente le interconversioni meta- 
boliche, un problema associato alla manipolazione di 
una cellula è che la concentrazione misurata potrebbe 
riflettere non una condizione fisiologica, ma concen- 
trazioni all'equilibrio. Quindi, affinché un esperimento 
sia corretto è necessario che tutte le reazioni enzimati- 
che vengano bloccate istantaneamente nel tessuto in- 
tatto, in modo che gli intermedi metabolici non subi- 
scano modificazioni successive. Questo obiettivo può 
essere raggiunto comprimendo rapidamente il tessuto 
tra due lamine di alluminio precedentemente raffred- 
date in azoto liquido (—190 °C), un processo chiama- 
to freeze-clamping (congelamento per schiacciamen- 
to). Dopo il congelamento, che blocca istantaneamente 
l’azione degli enzimi, il tessuto viene frantumato e gli 
enzimi sono precipitati e inattivati con acido perclori- 
co. Il precipitato viene scartato per centrifugazione e 
il sopranatante limpido viene utilizzato per misurare 
la concentrazione dei metaboliti. Per calcolare la con- 
centrazione reale del metabolita nella cellula, il volu- 
me intracellulare viene determinato dal contenuto to- 
tale di acqua del tessuto e da una misura del volume 
extracellulare. 

Nella tabella sono riportate le concentrazioni intracel- 
lulari reali dei substrati e dei prodotti che fanno par- 
te della reazione della fosfofruttochinasi-1 nel tessuto 
cardiaco isolato di ratto. 


Metabolita Concentrazione (pm) * 
Fruttosio 6-fosfato 870 
Fruttosio 1,6-bisfosfato 22,0 

ATP 11 400 

ADP 1320 


Fonte: da Williamson, J.R. (1965) Glycolytic control mechanisms: inhi- 
bition of glycolysis by acetate and pyruvate in the isolated, perfused rat 
heart. J. Biol. Chem. 240, pp. 2308-223. 

* Calcolata come pmoli/mL di acqua intracellulare. 


(a) Usando le informazioni riportate nella tabella, cal- 
colate Q, [fruttosio 1,6-bis-fosfato][ADP]/[frutto- 
sio 6-fosfato][ATP], per la reazione della fosfofrut- 
tochinasi-1 nelle condizioni fisiologiche. 

(b) Dato che il valore di AG'° della reazione della PFK-1 
è —14,2 kJ/mole, qual è la costante di equilibrio 
della reazione? 

(c) Confrontate i valori di Q e della costante di equi- 
librio, K'.g. La reazione fisiologica è all’equilibrio? 


2. 
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Spiegate perché. Che cosa ci dice l'esperimento sul 
ruolo della PFK-1 come enzima regolatore? 

Le reazioni metaboliche sono tutte all'equilibrio? 

(a) Il fosfoenolpiruvato (PEP) è uno dei due donato- 
ri di gruppi fosforici nella sintesi di ATP durante 
la glicolisi. Negli eritrociti umani la concentrazio- 
ne di ATP nello stato stazionario è 2,24 mm, quella 
di ADP è 0,25 mme quella del piruvato 0,051 mm. 
Calcolate la concentrazione di PEP a 25 °C, suppo- 
nendo che la reazione della piruvato chinasi (vedi 
la Figura 13.13) sia all'equilibrio nella cellula. 

(b) La concentrazione fisiologica di PEP negli eritrociti 
umani è 0,023 mm. Si confronti questo valore con 
quello ottenuto in (a). Spiegate il significato della 
differenza. 

Effetto dell’apporto di ossigeno sulla velocità della 
glicolisi. Le tappe regolate della glicolisi nelle cellule 
intatte possono essere identificate studiando il catabo- 
lismo del glucosio in tessuti o organi interi. Per esem- 
pio, il consumo di glucosio da parte del muscolo car- 
diaco può essere misurato facendo circolare artificial- 
mente il sangue nel cuore isolato e misurando la con- 
centrazione di glucosio prima e dopo il passaggio del 
sangue attraverso il cuore. Se il sangue circolante vie- 
ne deossigenato, il muscolo cardiaco consuma gluco- 
sio a una velocità stazionaria. Quando viene aggiunto 
ossigeno, la velocità di consumo del glucosio diminui- 
sce drasticamente per poi mantenersi a un livello co- 
stante, più basso. Perché? 

Regolazione della fosfofruttochinasi-1. Il grafico 

mostra l’effetto dell'ATP sull’enzima allosterico PFK-1. 

A una data concentrazione di fruttosio 6-fosfato, l’atti- 

vità della PFK-1 aumenta all'aumentare della concen- 

trazione dell'ATP, ma arrivati a un certo punto, se la 
concentrazione viene ulteriormente aumentata, si ha 
un’inibizione dell’enzima. 
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(a) Spiegate perché l’ATP può essere sia un substrato 
sia un inibitore della PFK-1. Questo enzima può es- 
sere regolato dall’ATP? 

(b) In che modo i livelli di ATP regolano la glicolisi? 

(c) Einibizione della PFK-1 da parte dell'ATP diminui- 
sce quando la concentrazione di ADP è elevata, co- 
me mostra la figura. Come potete spiegare questa 
osservazione? 

La concentrazione del glucosio nella cellula. La 

concentrazione di glucosio nel plasma umano è man- 

tenuta a circa 5 mm. La concentrazione di glucosio li- 

bero all’interno di un miocita è molto più bassa. Per- 

ché nella cellula la concentrazione è così bassa? Che 
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cosa accade al glucosio dopo il suo ingresso nella cel- 

lula? In determinate condizioni cliniche il glucosio 

viene somministrato per via endovenosa quale fonte 

di alimentazione. Considerato che la trasformazione 

del glucosio in glucosio 6-fosfato consuma ATP, per- 

ché non si somministra invece il glucosio 6-fosfato? 

Attività enzimatica e funzione fisiologica. La V_nay 

dell'enzima glicogeno fosforilasi del muscolo scheletri- 

co è molto più alta di quella dello stesso enzima pre- 
sente nel fegato. 

(a) Qual è la funzione fisiologica della glicogeno fosfo- 
rilasi nel muscolo scheletrico? E nel fegato? 

(b) Perché la Vnax dell’enzima del muscolo è superiore 
a quella dell’enzima del fegato? 

Equilibrio della glicogeno fosforilasi. La glicogeno 

fosforilasi catalizza la rimozione del glucosio dal glico- 

geno. Il AG'° di questa reazione è 3,1 kJ/mole. 

(a) Calcolate il rapporto tra [P;] e [glucosio 1-fosfato] 
quando la reazione è all'equilibrio. (Suggerimento: 
la rimozione delle unità di glucosio dal glicogeno 
non cambia la concentrazione del glicogeno.) 

(b) Il rapporto tra [P;] e [glucosio 1-fosfato] misurato 
in una cellula del muscolo è, in condizioni fisiologi- 
che, superiore a 100. Quale informazione ci dà que- 
sto rapporto sulla direzione del flusso metabolico 
attraverso la reazione della glicogeno fosforilasi nel 
muscolo? 

(c) Perché i rapporti tra i due composti nella reazione 
all'equilibrio e in condizioni fisiologiche sono di- 
versi? Qual è il possibile significato di questa diffe- 
renza? 

Regolazione della glicogeno fosforilasi. Nel tessuto 
muscolare la velocità di conversione del glicogeno in 
glucosio 6-fosfato dipende dal rapporto tra fosforilasi 
a (attiva) e fosforilasi b (meno attiva). Stabilite che co- 
sa accade alla velocità di demolizione del glicogeno se 
la preparazione di muscolo contenente la glicogeno fo- 
sforilasi viene trattata con (a) fosforilasi chinasi e ATP; 
(b) fosforilasi fosfatasi; (c) adrenalina. 
Demolizione del glicogeno nel muscolo di coni- 
glio. Lutilizzo intracellulare di glucosio e di glicogeno 
è strettamente regolato a livello di quattro punti. Per 
confrontare la regolazione della glicolisi in condizioni 
di abbondanza e di mancanza di ossigeno, consideria- 
mo il consumo di glucosio e di glicogeno a livello del 
muscolo della zampa del coniglio in due diverse situa- 
zioni fisiologiche: un coniglio a riposo, con bassa richie- 
sta di ATB e un coniglio che ha avvistato il suo mortale 
nemico, il coyote, e si precipita al riparo. Per ciascuna 
situazione determinate i relativi livelli (alti, interme- 
di o bassi) di AMP, ATP citrato e acetil-CoA e indicate 
come questi livelli abbiano effetto sul flusso dei meta- 
boliti all’interno della glicolisi regolando enzimi spe- 
cifici. In momenti di stress il muscolo della zampa del 
coniglio produce la maggior parte del suo ATP trami- 
te glicolisi anaerobica (fermentazione lattica) e molto 
poco ATP tramite ossidazione di acetil-CoA derivato 
dalla demolizione dei grassi. 


10. Demolizione del glicogeno negli uccelli migratori. 


A differenza del coniglio che fa brevi scatti, gli uccelli 
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migratori hanno bisogno di energia per lunghi periodi 
di tempo. Per esempio, le anatre generalmente volano 
per diverse migliaia di chilometri durante le loro mi- 
grazioni annuali. I muscoli delle ali degli uccelli mi- 
gratori hanno un’elevata capacità ossidativa e otten- 
gono l’ATP necessario tramite l’ossidazione attraver- 
so il ciclo dell’acido citrico dell’acetil-CoA (ottenuto 
dai grassi). Confrontate la regolazione della glicolisi 
muscolare durante intensa attività per breve tempo, 
come nella fuga del coniglio, con quella durante atti- 
vità prolungata, come nella migrazione delle anatre. 
Perché in questi due casi la regolazione deve essere 
differente? 


11.8: Difetti enzimatici nel metabolismo dei car- 


boidrati. Di seguito sono riportati in sintesi quat- 
tro casi clinici. Per ciascuno determinate quale enzima 

è difettoso e stabilite un appropriato trattamento sce- 

gliendolo dalla lista fornita. Giustificate le vostre scelte. 

Rispondete alle domande poste per ciascuno dei casi. 

(Potete utilizzare anche le informazioni contenute nel 

Capitolo 14.) 

Caso A. Il paziente presenta vomito e diarrea subito 
dopo l’ingestione di latte. Viene prescritto un test 
di tolleranza al lattosio. (Il paziente ingerisce una 
quantità standard di lattosio e a intervalli di tempo 
vengono misurati i livelli nel sangue di glucosio e di 
galattosio. In individui normali i livelli aumentano 
fino a un massimo dopo circa un’ora e poi ritorna- 
no alla norma.) Le concentrazioni di glucosio e di 
galattosio nel sangue del paziente non aumentano, 
ma restano costanti. Spiegate perché la concentra- 
zione di glucosio e di galattosio aumenta e poi di- 
minuisce negli individui normali. Perché in questo 
paziente non c’è stato aumento? 

Caso B. Il paziente ha vomito e diarrea dopo l’inge- 
stione di latte. Il suo sangue contiene una bassa 
concentrazione di glucosio, ma una concentrazio- 
ne molto più elevata della norma di zuccheri ri- 
ducenti. L’urina contiene galattosio. Perché la con- 
centrazione di zuccheri riducenti è così elevata nel 
sangue? Perché il galattosio compare nelle urine? 

Caso C. Il paziente accusa dolorosi crampi muscolari 
quando esegue un intenso esercizio fisico, ma non 
presenta altri sintomi. La biopsia muscolare rivela 
una concentrazione di glicogeno più alta della nor- 
ma. Perché si accumula glicogeno? 

Caso D. Il paziente è letargico e il suo fegato è ingros- 
sato; una biopsia ha dimostrato la presenza di una 
grande quantità di glicogeno. La concentrazione di 
glucosio nel sangue è più bassa della norma. Pote- 
te spiegare il motivo della bassa concentrazione di 
glucosio nel sangue? 


Enzimi difettosi 

(a) Fosfofruttochinasi-1 del muscolo 

(b) Fosfomannosio isomerasi 

(c) Galattosio 1-fosfato uridililtrasferasi 
(d) Glicogeno fosforilasi epatica 

(e) Triosio chinasi 

(f) Lattasi della mucosa intestinale 
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(g) Maltasi della mucosa intestinale 
(h) Enzima deramificante nel muscolo 


che? (a) knockout dell'enzima deramificante del fegato; 
(b) knockout dell’esochinasi IV del fegato; (c) knockout 
della FBPasi-2 del fegato; (d) FBPasi-2 sempre attiva 


Trattamento (costitutiva) nel fegato; (e) AMPK sempre attiva (co- 
1. Correre per 5 km ogni giorno stitutiva) nel muscolo; (f) CAREBP sempre attiva (co- 
2. Dieta priva di grassi stitutiva) nel fegato. 

3. Dieta povera di lattosio 

4. Evitare esercizio fisico prolungato 

5. Grandi dosi di niacina (il precursore del NAD*) =NN Problema sull'analisi dei dati 


tl 
17. Struttura ottimale del glicogeno. Le cellule musco- 


6. Alimentazione frequente e regolare 
12.}:g Effetto dell’apporto insufficiente di insuli- 


na in un paziente diabetico. Un uomo affetto 
da diabete insulino-dipendente viene condotto al pron- 
to soccorso in uno stato comatoso. Mentre era in va- 

canza in un luogo isolato aveva perso la sua scorta di 

insulina e non si era iniettato l'ormone per due giorni. 

(a) Per i tessuti elencati, ciascuna delle vie metaboli- 
che indicate è più veloce, più lenta o resta invaria- 
ta nel paziente, rispetto a quando assume regolar- 
mente l’insulina? 

(b) Per ciascuna via metabolica, descrivete almeno un 
meccanismo di controllo responsabile della varia- 
zione da voi prevista. 

Tessuto e via metabolica 

1. Tessuto adiposo: sintesi degli acidi grassi. 

2. Muscolo: glicolisi; sintesi degli acidi grassi; sintesi 
del glicogeno. 

3. Fegato: glicolisi; gluconeogenesi; sintesi del glico- 
geno; sintesi degli acidi grassi; via del pentosio fo- 
sfato. 


13. Metaboliti ematici nell’insufficienza insulinica. 


Per il paziente del Problema 12, determinate i livelli 
dei seguenti metaboliti ematici immediatamente pri- 
ma del trattamento al pronto soccorso e confrontateli 
con quelli riscontrabili durante il regolare trattamen- 
to insulinico: (a) glucosio; (b) corpi chetonici; (c) acidi 
grassi liberi. 


14. Effetti metabolici degli enzimi mutanti. Prevede- 


te e spiegate l’effetto sul metabolismo del glicogeno di 
ciascuno dei seguenti difetti enzimatici, causati da mu- 
tazioni: (a) perdita del sito di legame del cAMP della 
subunità regolatrice della proteina chinasi A (PKA); 
(b) perdita dell’inibitore della proteina fosfatasi (ini- 
bitore 1 della Figura 15.42); (c) iperespressione della 
fosforilasi b chinasi del fegato; (d) recettore difettoso 
del glucagone nel fegato. 


15. Controllo ormonale del combustibile metabolico. 


Tra il pasto serale e la colazione del mattino il livello 
ematico del glucosio diminuisce e il fegato produce 
glucosio, anziché consumarlo. Descrivete le basi or- 
monali di questa variazione e spiegate come l’inter- 
vento degli ormoni inneschi la produzione di gluco- 
sio nel fegato. 


16. Alterazioni metaboliche nei ratti manipolati gene- 


ticamente. È possibile manipolare il patrimonio gene- 
tico di un topo in modo che un singolo gene in un sin- 
golo tessuto produca una proteina inattiva (topo knock- 
out), oppure una proteina sempre (costitutivamente) 
attiva. Quali effetti sul metabolismo del topo si pos- 
sono prevedere dalle seguenti manipolazioni geneti- 


lari devono disporre di grandi quantità di glucosio nel 
corso di un esercizio fisico intenso. Il glucosio è imma- 
gazzinato nel fegato e nel muscolo scheletrico nella for- 
ma polimerica di glicogeno. Una tipica particella di gli- 
cogeno contiene circa 55 000 residui di glucosio (vedi 
la Figura 15.35b). Meléndez-Hevia, Waddell e Shelton 

(1993) hanno studiato alcuni aspetti teorici della strut- 

tura del glicogeno, riportati in questo problema. 

(a) La concentrazione cellulare del glicogeno nel fegato 
è circa 0,01 pm. Quale concentrazione cellulare di 
glucosio libero sarebbe necessaria per immagazzi- 
nare una equivalente quantità di glucosio? Perché 
questa concentrazione di glucosio rappresentereb- 
be un problema per la cellula? 

Il glucosio viene rilasciato per fosforolisi del glicogeno 
catalizzata dalla glicogeno fosforilasi, un enzima che ri- 
muove una molecola di glucosio per volta dalle estre- 
mità della particella. Le catene di glicogeno sono rami- 
ficate (vedi le Figure 15.28 e 15.35b) e il grado di rami- 
ficazione - il numero di ramificazioni per catena - ha 
un’influenza notevole sulla velocità con cui la glicoge- 
no fosforilasi rilascia il glucosio. 

(b) Perché un grado di ramificazione troppo basso (cioè 
al di sotto del livello ottimale) riduce la velocità di 
rilascio del glucosio? (Suggerimento: considerate il 
caso estremo in cui non vi è alcuna ramificazione in 
una catena di 55 000 residui di glucosio.) 

(c) Perché anche un grado di ramificazione troppo alto 
riduce la velocità del rilascio del glucosio? (Suggeri- 
mento: si pensi a un impedimento fisico.) 

Meléndez-Hevia e collaboratori effettuarono una serie 

di calcoli e trovarono che due ramificazioni per catena 

(vedi la Figura 15.35b) erano ottimali in rapporto agli 

impedimenti fisici citati sopra. Questo è il numero di 

ramificazioni trovate nel glicogeno immagazzinato nel 

muscolo e nel fegato. 

Per determinare il numero ottimale di residui di gluco- 

sio per catena, Meléndez-Hevia e collaboratori conside- 

rarono due parametri chiave che definiscono la strut- 
tura di una particella di glicogeno: t = il numero di file 

di catene di glucosio in una particella (la molecola del- 

la Figura 15.35b ne ha cinque); g, = il numero di resi- 

dui di glucosio in ogni catena. Essi cercarono di trova- 
rei valori di t e g. a cui corrispondono i massimi valori 

di tre entità: (1) la quantità di glucosio presente in una 

particella (Gr) per unità di volume; (2) il numero di ca- 

tene non ramificate (C4) per unità di volume (cioè il 

numero di catene nella fila più esterna, accessibili di- 

rettamente alla glicogeno fosforilasi); (3) la quantità 
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di glucosio disponibile alla fosforilasi in queste catene 

non ramificate (Gp7). 

(d) Dimostrate che C, = 21. Questo è il numero di 
catene disponibili alla glicogeno fosforilasi prima 
dell’azione dell’enzima deramificante. 

(e) Dimostrate che Cr, il numero totale di catene nel- 
la particella, è dato da Cy = 2° — 1. Quindi Gy = 
ge(Cr) = g(2' - 1), il numero totale di residui di glu- 
cosio nella particella. 

(f) La glicogeno fosforilasi non può rimuovere il gluco- 
sio dalle catene più corte di cinque residui di gluco- 
sio. Dimostrate che Gpr = (g. — 4) (2' 1). Questa è 
la quantità di glucosio direttamente accessibile alla 
glicogeno fosforilasi. 

(g) In base alle dimensioni dei residui di glucosio e al- 
la localizzazione delle ramificazioni, lo spessore di 
una fila di glicogeno è 0,12 g. nm + 0,35 nm. Di- 
mostrate che il volume di una particella, V,, è dato 
dall’equazione 


4 
V,= 37 #(0,12g. + 0,35)* nm. 


Meléndez-Hevia e collaboratori hanno quindi determi- 
nato i valori ottimali di t e g,, a cui corrisponde il valo- 
re massimo di una funzione, f; che dia valori massimi 


per Gr, Ca e Gpyy e il valore minimo per V,: 


_ GG 
V, 


Essi trovarono che il valore ottimale di g, è indipenden- 


te da t. 


(h) Scegliete un valore di t compreso tra 5 e 15, e tro- 
vate il valore ottimale di g.. Come si rapporta col 
valore di g, trovato per il glicogeno epatico (vedi la 
Figura 15.35b)? (Suggerimento: utilizzate, se pos- 


sibile, un programma informatico.) 
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IL CICLO DELL'ACIDO CITRICO 


16.1 Produzione di acetil-CoA (acetato attivato) 
16.2 Reazioni del ciclo dell'acido citrico 


16.3 Regolazione del ciclo dell'acido citrico 


16.4. Ilciclo del gliossilato 


ome abbiamo già visto nel Capitolo 14, alcune cel- 

lule ottengono energia (ATP) tramite la fermenta- 

zione, demolendo il glucosio in assenza di ossigeno. 
Per la maggioranza delle cellule eucariotiche e per mol- 
ti batteri che vivono in condizioni aerobiche e ossidano i 
loro combustibili organici ad anidride carbonica e acqua, 
la glicolisi è solo la prima fase della completa ossidazio- 
ne del glucosio. Invece di essere ridotto a lattato, etanolo 
o a qualche altro prodotto della fermentazione, il piruva- 
to prodotto dalla glicolisi viene ulteriormente ossidato ad 
H;0 e CO.. Questa fase aerobica del catabolismo è chia- 
mata respirazione. In senso più fisiologico il termine re- 
spirazione si riferisce a un’assunzione di O; e al rilascio 
di CO; da parte degli organismi multicellulari. Però i bio- 
chimici e i biologi cellulari usano questo termine per in- 
dicare quei processi molecolari attraverso i quali le cellu- 
le consumano O; per produrre CO», processi più precisa- 
mente denominati respirazione cellulare. 

La respirazione cellulare si svolge in tre fasi principali 
(Figura 16.1). Nella prima, le molecole organiche, come 
il glucosio, gli acidi grassi e alcuni amminoacidi, vengo- 
no ossidate per produrre frammenti a due atomi di car- 
bonio, nella forma del gruppo acetilico dell’acetil-coen- 
zima A (acetil-CoA). Nella seconda fase, i gruppi acetilici 
entrano nel ciclo di Krebs, che li ossida enzimaticamente 
a CO;; l'energia liberata viene conservata come NADH o 
FADH,, le forme ridotte di questi trasportatori di elettro- 
ni. Nella terza fase della respirazione, i coenzimi ridotti 
vengono riossidati liberando elettroni (H*) e protoni. Gli 
elettroni vengono trasferiti all’O,, il loro accettore fina- 
le, attraverso una serie di molecole trasportatrici di elet- 
troni, conosciuta come catena respiratoria. Nel corso del 
trasferimento di elettroni, una parte notevole dell’ener- 
gia rilasciata viene conservata sotto forma di ATP, trami- 
te un processo chiamato fosforilazione ossidativa (Capi- 
tolo 19). La respirazione è più complessa della glicolisi e 
si pensa che si sia evoluta molto più tardi, dopo la com- 
parsa dei cianobatteri. Le attività metaboliche dei ciano- 
batteri spiegano l’aumento dei livelli di ossigeno nell’at- 


rw 
z 

fl d\ 
toe 


mosfera terrestre, un processo determinante nella storia 
dell’evoluzione. 

Consideriamo dapprima la conversione del piruva- 
to in gruppi acetilici e quindi l’entrata di questi nel ciclo 
dell’acido citrico, detto anche ciclo degli acidi tricar- 
bossilici (TCA) o ciclo di Krebs (dal nome del suo sco- 
pritore, Hans Krebs). Esamineremo poi le reazioni del ci- 
clo e le proprietà degli enzimi che le catalizzano. Poiché 
alcuni intermedi del ciclo dell'acido citrico possono ab- 
bandonare il ciclo, essendo precursori in altre vie biosin- 
tetiche, prenderemo poi in esame alcune delle vie meta- 
boliche che li risintetizzano. Il ciclo dell’acido citrico è 
un crocevia del metabolismo, su cui convergono vie de- 
gradative e da cui partono vie biosintetiche; quindi la 
sua attività deve essere stret- 
tamente coordinata con quel- 
la delle altre vie metaboliche. 
Il capitolo termina con la trat- 
tazione del ciclo del gliossila- 
to, una via metabolica che in 
alcuni organismi utilizza en- 
zimi che catalizzano reazio- 
ni del ciclo dell’acido citrico 
e consente la sintesi netta di 
glucosio dai triacilgliceroli di 
riserva. 


Hans Krebs, 1900-1981 


Produzione di acetil-CoA 
(acetato attivato) 


Negli organismi aerobici il glucosio e gli altri zuccheri, gli 
acidi grassi e la maggior parte degli amminoacidi sono os- 
sidati a CO; e H;0 attraverso il ciclo dell’acido citrico e 
la catena respiratoria. Prima di poter entrare nel ciclo, lo 
scheletro carbonioso degli zuccheri e degli acidi grassi de- 
ve essere degradato a gruppo acetilico dell’acetil-CoA, la 
forma con cui il ciclo accetta la maggior parte del combu- 
stibile metabolico. Anche gli atomi di carbonio di molti 
amminoacidi entrano in questo modo nel ciclo; altri am- 
minoacidi sono invece degradati in intermedi del ciclo di- 
versi dall’acetil-CoA. Analizzeremo ora come il piruvato, 
derivato dal glucosio a opera della glicolisi, viene ossida- 
to ad acetil-CoA e CO; per mezzo del complesso della pi- 
ruvato deidrogenasi (PDH), un insieme organizzato di 
tre enzimi, ciascuno dei quali rappresentato in più copie, 
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di acetil-CoA 
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Figura 16.1 Catabolismo delle proteine, dei grassi, e dei 
carboidrati, nelle tre fasi della respirazione cellulare. Fase 1: 
l'ossidazione degli acidi grassi, del glucosio e di alcuni amminoacidi 
produce acetil-CoA. Fase 2: l'ossidazione dei gruppi acetilici nel ciclo 
dell'acido citrico comprende quattro reazioni, che sottraggono 
elettroni. Fase 3: gli elettroni trasportati dal NADH e dal FADH, 
vengono incanalati in una catena mitocondriale di trasportatori di 
elettroni (0, nei batteri, in una catena di trasportatori di elettroni 
associati alla membrana plasmatica), riducendo infine l'O, ad H0. Il 
flusso di elettroni consente la sintesi di ATP. 


localizzato nei mitocondri delle cellule eucariotiche e nel 
citosol dei batteri. 

Possiamo considerare questo complesso enzimatico 
sotto diversi aspetti. Il complesso della piruvato deidro- 
genasi è un classico esempio, molto ben caratterizzato, 
di un complesso multienzimatico in cui una serie di in- 
termedi chimici rimangono legati alle molecole enzima- 
tiche fino a che il substrato non è stato trasformato nel 
prodotto finale. Al meccanismo di questa reazione par- 
tecipano cinque cofattori, di cui quattro derivati dalle 
vitamine. La regolazione di questo complesso è un altro 
esempio di come la combinazione tra modificazione co- 
valente e regolazione allosterica sia in grado di modula- 
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re in modo preciso il flusso attraverso una tappa meta- 
bolica. Infine, il complesso della piruvato deidrogenasi è 
il prototipo di altri due complessi enzimatici importanti 
che incontreremo in seguito: l’a-chetoglutarato deidroge- 
nasi (del ciclo dell’acido citrico) e l’a-chetoacido deidro- 
genasi dei chetoacidi a catena ramificata, coinvolta nel- 
la degradazione ossidativa di alcuni amminoacidi (vedi 
la Figura 18.28). La notevole somiglianza nella struttura 
proteica, nella richiesta di cofattori e nel meccanismo di 
reazione tra questi complessi riflette senza dubbio un’o- 
rigine evolutiva comune. 


e Ilpiruvato viene ossidato ad acetil-CoA e C0, 
La reazione complessiva catalizzata dal complesso della 
piruvato deidrogenasi è una decarbossilazione ossidati- 
va, un processo di ossidazione irreversibile in cui il gruppo 
carbossilico viene rimosso dal piruvato sotto forma di una 
molecola di CO), e i due atomi di carbonio che restano di- 
ventano il gruppo acetilico dell’acetil-CoA (Figura 16.2). Il 
NADH formato in questa reazione porta uno ione idruro 
(:H ) alla catena respiratoria (Figura 16.1), che trasporta 
i due elettroni poi all’ossigeno o, nei microrganismi anae- 
robici, a un accettore di elettroni alternativo come un ni- 
trato o un solfato. Il trasferimento degli elettroni all’ossi- 
geno produce 2,5 molecole di ATP per coppia di elettroni. 
Lirreversibilità della reazione della piruvato deidroge- 
nasi è stata dimostrata anche con esperimenti di marca- 
tura isotopica: la CO, marcata non può riattaccarsi all’a- 
cetil-CoA per formare piruvato con il gruppo carbossili- 
co marcato. 


e  Ilcomplesso della piruvato deidrogenasi richiede 
cinque coenzimi distinti 

La deidrogenazione e la decarbossilazione combinata del 
piruvato ad acetil-CoA (Figura 16.2) coinvolgono l’azione 
sequenziale di tre enzimi diversi e di cinque gruppi pro- 
stetici o coenzimi: la tiamina pirofosfato (TPP), il flavin 
adenin dinucleotide (FAD), il coenzima A (CoA, talvol- 
ta indicato come CoA-SH, per porre in evidenza il ruolo 
del gruppo —SH), il nicotinammide adenin dinucleotide 
(NAD) e il lipoato. Ben quattro vitamine che devono es- 
sere assunte con l'alimentazione sono elementi essenzia- 
li di questo sistema: la tiamina (per la TPP), la riboflavina 
(per il FAD), la niacina (per il NAD) e il pantotenato (per 
il coenzima A). Abbiamo già incontrato ed esaminato le 


CO, 
Q pos SHAH + 
\ + TPÀ 
C \ Na lipoato, NL Li O S-CoA 
QUO A FAD / N 
0=0 => È dl 
| complesso della piruvato | 
CH, deidrogenasi (E, + E, + E3) CH3 
Piruvato Acetil-CoA 
AG'° = —33,4 kJ/mole 


Figura 16.2 Reazione complessiva catalizzata dal complesso 
della piruvato deidrogenasi. | cinque coenzimi coinvolti in questa 
reazione e i tre enzimi che costituiscono il complesso sono esaminati 
nel testo. 
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Figura 16.3 Struttura del coenzima A (CoA). Un gruppo ossidrilico 
dell'acido pantotenico è legato a un ADP modificato mediante un 
legame estere fosforico, e il suo carbossile è legato alla B-mercapto- 
etilammina mediante un legame ammidico. Il gruppo ossidrilico in 


funzioni biologiche del FAD e del NAD come trasportato- 
ri di elettroni (Capitolo 13); abbiamo anche già osservato 
il ruolo della TPP come coenzima della piruvato decarbos- 
silasi (vedi la Figura 14.15). 

Il coenzima A (Figura 16.3) ha un gruppo reattivo tio- 
lico (—SH) essenziale per la sua funzione di trasportatore 
di gruppi acilici in un certo numero di reazioni metaboli- 
che. I gruppi acilici formano legami tioestere quando si 
legano covalentemente al gruppo tiolico del coenzima A. 
Data la loro elevata energia libera di idrolisi (vedi le Figu- 
re 13.16 e 13.17), i tioesteri hanno un elevato potenziale di 
trasferimento del gruppo acilico a una grande varietà di 
molecole accettrici. Il gruppo acilico legato al coenzima A 
può quindi essere considerato come una forma “attivata” 
pronta per il trasferimento del gruppo. 

Il quinto cofattore della reazione della piruvato dei- 
drogenasi, il lipoato (Figura 16.4), ha due gruppi tiolici 
che possono essere ossidati in modo reversibile e formare 
un ponte disolfuro (—S—S—) simile a quello che si gene- 
ra tra due residui di Cys in una proteina. Data la sua capa- 
cità di andare incontro a reazioni di ossidoriduzione, il li- 
poato, come vedremo, può servire sia come trasportatore 
di elettroni sia come trasportatore di acili. 


e Il complesso della piruvato deidrogenasi è costituito 
da tre enzimi 

Il complesso della piruvato deidrogenasi (PDH) è costitui- 
to da molte copie di tre enzimi: la piruvato deidrogenasi 
(E), la diidrolipoil transacetilasi (E;) e la diidrolipoil 
deidrogenasi (E). Il numero di copie di ogni subunità, 
quindi la dimensione del complesso, varia da un organi- 
smo all’altro. Il complesso della PDH isolato dai mammi- 
feri ha un diametro di circa 50 nm, cinque volte più gran- 
de dell’intero ribosoma e quindi osservabile direttamen- 
te al microscopio elettronico (Figura 16.5a). Nell’enzima 
bovino, 60 copie identiche di E; sono disposte in modo da 
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posizione 3’ dell’ADP è esterificato con un gruppo fosforico (non 
presente nell'ADP libero). Il gruppo —SH della mercaptoetilammina 
forma un legame tioestere con l'acetato nell'acetil-CoA (in basso a 
sinistra). 


formare un dodecaedro pentagonale (il nucleo) che ha un 
diametro di circa 25 nm (Figura 16.5b). (Il nucleo dell’en- 
zima di Escherichia coli contiene 24 copie di E;.) Sull E, si 
lega il gruppo prostetico lipoato tramite un legame ammi- 
dico con il gruppo e-amminico di un residuo di Lys (Figu- 
ra 16.4). E) presenta tre domini funzionali distinti (Figura 
16.5c): il dominio lipoilico amminoterminale che contiene 
uno o più residui di lipoil-lisina; il dominio centrale di lega- 
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Figura 16.4 Acido lipoico (lipoato) unito da un legame ammidico 
alla catena laterale di un residuo di Lys. Il residuo di lipoil-lisina è 

il gruppo prostetico della diidrolipoil transacetilasi (E, del complesso 
della piruvato deidrogenasi). Il gruppo lipoilico può essere presente 

in forma ossidata (disolfuro) o in forma ridotta (ditiolo) e agisce da 
trasportatore sia di idrogeno sia di un gruppo acettilico (o di altri acili). 
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Figura 16.5 Struttura del complesso della piruvato 
deidrogenasi. (a) Fotografia al microscopio crioelettronico del 
complesso della PDH isolata dal rene bovino. Nella microscopia 
crioelettronica i campioni biologici vengono mantenuti a temperature 
estremamente basse in modo da evitare le indesiderate modificazioni 
a cui va incontro il campione con l'usuale procedura di deidratazione, 
fissaggio e colorazione. (b) L'immagine tridimensionale del complesso 
PDH mostra la struttura in subunità: E), piruvato deidrogenasi; 

E,, diidrolipoil transacetilasi; E3, diidrolipoil deidrogenasi. Questa 
immagine è stata ricostruita dall'analisi di un gran numero di 
immagini come quella mostrata in (a) in combinazione con gli 

studi cristallografici delle singole subunità. Il nucleo (in verde) è 
costituito da 60 molecole di E, organizzate in 20 trimeri per formare 
un dodecaedro pentagonale. Il dominio lipoilico di E, (in celeste) 

si estende fino a toccare il sito attivo delle molecole di E; (in giallo) 
situate sul nucleo formato da E;. Un certo numero di subunità E; 

(in rosso) sono legate al nucleo dove il braccio mobile di E, può 
raggiungere il loro sito attivo. L'asterisco evidenzia il sito in cui il 
gruppo lipoilico è unito al dominio lipoilico di E). L'immagine mostra 

il complesso PDH sezionato circa a metà per consentire una migliore 
comprensione della struttura. Questo modello è stato proposto da 
Z.H. Zhouetal. (2001); in un modello alternativo proposto da J.L.S. 
Milne et al. (2002), le subunità E; sono disposte più esternamente 
(vedi Ulteriori letture). (c) E, contiene tre tipi di domini collegati da 
brevi segmenti polipeptidici: un dominio catalitico aciltrasferasico; un 
dominio di legame, responsabile del legame di E, con E, e con E3; uno 
o più (a seconda della specie) domini lipoilici. 


me a E; ed E3; e il dominio interno aciltrasferasico che con- 
tiene il sito attivo. Il complesso PDH del lievito ha un so- 
lo dominio lipoilico con attaccato un lipoato, mentre nel 
complesso dei mammiferi ve ne sono due e in E. coli tre 
(Figura 16.5c). Nell’E, i domini sono separati da sequen- 
ze di collegamento di 20-30 residui amminoacidici ricche 
di residui di alanina e prolina e inframezzate da residui 
carichi; queste sequenze di collegamento tendono ad as- 
sumere la forma allungata tenendo lontani i tre domini 
l'uno dall’altro. 

Il sito attivo di E; contiene la TPP, mentre quello di E3 
ha legato a sé il FAD. Fanno parte del complesso anche 
due proteine regolatrici, una proteina chinasi e una fo- 
sfoproteina fosfatasi, di cui parleremo successivamente. 
Questa struttura di base E;-E,-E; si è conservata nel corso 
dell’evoluzione ed è utilizzata in numerose reazioni me- 
taboliche simili, compresa l’ossidazione dell’a-chetoglu- 
tarato nel ciclo dell’acido citrico (descritta di seguito) e 
l'ossidazione degli a-chetoacidi prodotti durante il cata- 
bolismo degli amminoacidi ramificati valina, isoleucina e 
leucina (vedi la Figura 18.28). In una data specie, lE; del 
complesso PDH è identico all’E; degli altri due complessi 
enzimatici. Il legame del lipoato all’estremità della cate- 
na laterale di un residuo di lisina di E, produce un brac- 
cio lungo e flessibile che si può spostare dal sito attivo di 
E; ai siti attivi di E, ed E;, una distanza paria5 nmo più. 


e Mediante l’incanalamento dei substrati, gli intermedi 

non abbandonano mai la superficie dell'enzima 
La Figura 16.6 mostra in modo schematico come il com- 
plesso della piruvato deidrogenasi catalizzi le cinque rea- 
zioni consecutive nel processo di decarbossilazione e di 
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Figura 16.6 Decarbossilazione ossidativa del piruvato ad 
acetil-CoA da parte del complesso della piruvato deidrogenasi. 

Il destino del piruvato è tracciato in rosso. Nella tappa ® il piruvato 
reagisce con la tiamina pirofosfato legata alla piruvato deidrogenasi 
(E;) andando incontro a decarbossilazione e formando un composto 
idrossietilico (vedi la Figura 14.15). La piruvato deidrogenasi catalizza 
anche la tappa @, in cui si ha il trasferimento di due elettroni e 

del gruppo acetilico dalla TPP alla forma ossidata della lipoil-lisina 
dell'enzima del nucleo, la diidrolipoil transacetlasi (E), formando 

un acetil tioestere con il gruppo lipoilico ridotto. La tappa ® è 


deidrogenazione del piruvato. La tappa © è essenzialmen- 
te identica alla reazione catalizzata dalla piruvato decar- 
bossilasi (vedi la Figura 14.15c); l'atomo C-1 del piruvato 
viene rilasciato sotto forma di CO; e l’atomo C-2, che nel 
piruvato ha lo stato di ossidazione di un’aldeide, viene le- 
gato alla TPP come gruppo idrossietilico. Questa prima 
tappa è la più lenta e quindi è quella che limita la velocità 
dell'intero processo; essa è anche il punto in cui il comples- 
so PDH esercita la sua specificità di substrato. Nella tappa 
@, il gruppo idrossietilico viene ossidato a livello di aci- 
do carbossilico (acetato). I due elettroni rimossi nella rea- 
zione vanno a ridurre il ponte —S—S— del gruppo lipoi- 
lico sull’E formando due gruppi tiolici (—SH). Il residuo 
acetilico in questa reazione di ossidoriduzione viene pri- 
ma esterificato su uno dei due gruppi —SH del gruppo li- 
poilico e poi transesterificato al CoA, formando acetil-CoA 
(tappa ©). Quindi, l’energia dell’ossidazione guida la for- 
mazione di un tioestere ad alta energia dell’acetato. La re- 
stante parte della reazione catalizzata dal complesso PDH 
(da E;, tappe Oe 6) è una serie di trasferimenti elettroni- 
ci necessari a rigenerare la forma ossidata a disolfuro del 
gruppo lipoilico dell’E; e a preparare il complesso per un 
altro ciclo di ossidazione. Gli elettroni rimossi dal gruppo 
idrossietilico derivato dal piruvato passano al NAD*, tran- 
sitando prima attraverso il FAD. 

Il punto centrale di questo processo è rappresentato 
dal braccio mobile lipoil-lisinico dell’E;, che accetta dall’E, 
i due elettroni e il gruppo acetile derivati dal piruvato, e 
quindi passa gli elettroni all’E; Tutti gli enzimi e i coenzi- 
mi sono raggruppati insieme, consentendo agli intermedi 
di reagire facilmente e senza dover diffondere fuori dalla 
superficie di questo complesso enzimatico. La sequenza 


una transesterificazione in cui il gruppo —SH del CoA sostituisce il 
gruppo —SH di E), generando acetil-CoA e la forma completamente 
ridotta (ditiolo) del gruppo lipoilico. Nella tappa © la diidrolipoil 
deidrogenasi (E3) catalizza il trasferimento di due atomi di idrogeno 
dal gruppo lipoilico ridotto di E, al suo gruppo prostetico FAD, 
ripristinando la forma ossidata della lipoil-lisina di E,. Nella tappa @ 
il FADH, ridotto sull'enzima E3 trasferisce uno ione idruro al NAD*, 
formando NADH. Il complesso enzimatico è ora pronto per un altro 
ciclo. (I colori delle subunità corrispondono a quelli della Figura 
16.5b.) 


di cinque reazioni mostrata nella Figura 16.6 è un esem- 
pio di incanalamento dei substrati. Gli intermedi della 
sequenza a molte tappe non si allontanano mai dal com- 
plesso e la concentrazione locale del substrato di E, viene 
mantenuta molto elevata. Lincanalamento evita anche la 
sottrazione del gruppo acetilico attivato da parte di altri 
enzimi di cui può essere un substrato. Come vedremo, un 
simile meccanismo di incanalamento del substrato tra i si- 
ti attivi viene usato in altri enzimi che utilizzano cofattori 
come lipoato, biotina o un’unità simile al CoA. 


Come si può facilmente prevedere, mutazioni nel 
La gene del complesso PDH o carenze di tiamina 

nella dieta potrebbero avere conseguenze dele- 
terie. Gli animali privi di tiamina non sono in grado di os- 
sidare normalmente il piruvato, processo che è particolar- 
mente importante nel cervello; questo organo di solito ri- 
cava tutta l'energia di cui ha bisogno dall’ossidazione ae- 
robica del glucosio e quindi l’ossidazione del piruvato è di 
importanza vitale. Il beriberi, una malattia che viene de- 
terminata da una carenza di tiamina nella dieta, è caratte- 
rizzato dalla mancanza di funzionalità neuronale. Questa 
malattia colpisce principalmente le popolazioni che si ali- 
mentano quasi esclusivamente con il riso bianco (brillato). 
Il riso bianco è privo del rivestimento in cui è localizzata 
la maggior parte della tiamina. Anche le persone che con- 
sumano abitualmente grandi quantità di alcol possono svi- 
luppare una deficienza di tiamina; in queste persone mol- 
te delle calorie assunte con la dieta sono sotto forma di “ca- 
lorie prive di vitamine”, come appunto i distillati alcolici. 
Un elevato livello di piruvato nel sangue è spesso indice di 
un difetto nella sua ossidazione dovuta a una di queste 
cause. O 
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SOMMARIO 16.1 
Produzione di acetil-CoA (acetato attivato) 

e Il piruvato, prodotto della glicolisi, viene convertito 
in acetil-CoA, il composto di partenza del ciclo dell’a- 
cido citrico, dal complesso della piruvato deidrogenasi 
(PDH). 

e Il complesso PDH è formato da copie multiple di tre 
enzimi: la piruvato deidrogenasi, E, (legata al suo co- 
fattore TPP); la diidrolipoil transacetilasi, E; (col grup- 
po lipoilico legato covalentemente); e la diidrolipoil 
deidrogenasi, E3 (con i suoi cofattori FAD e NAD). 

e E; catalizza prima la decarbossilazione del piruva- 
to, producendo idrossietil-TPP, e poi l'ossidazione del 
gruppo idrossietilico a gruppo acetilico. Gli elettroni di 
questa reazione di ossidazione riducono il disolfuro del 
lipoato legato all’E;, mentre il gruppo acetilico viene 
unito tramite un legame tioestere con uno dei gruppi 
—SH del lipoato ridotto. 

e E; catalizza il trasferimento del gruppo acetilico sul co- 
enzima A, formando acetil-CoA. 

e E; catalizza la rigenerazione del disolfuro (ossidato) 
del lipoato; quindi gli elettroni passano prima al FAD, 
e poi al NAD*. 

e Il lungo braccio lipoil-lisilico si sposta dal sito attivo di 
E; ai siti attivi di E, e E;, trattenendo gli intermedi sul 
complesso enzimatico e favorendo l’incanalamento dei 
substrati. 

e L'organizzazione del complesso PDH è molto simile a 
quella dei complessi enzimatici che catalizzano l’ossi- 
dazione dell’a-chetoglutarato e degli a-chetoacidi ra- 
mificati. 


Reazioni del ciclo dell'acido citrico 


Siamo ora pronti a esaminare il processo di ossidazione 
dell’acetil-CoA, ossia il ciclo dell’acido citrico, la prima via 
metabolica ciclica che incontriamo (Figura 16.7). Per inizia- 
re un giro del ciclo, l’acetil-CoA dona il suo gruppo acetili- 
co all’ossalacetato, un composto a quattro atomi di carbo- 
nio, formando il citrato a sei atomi di carbonio. Il citrato 
viene poi trasformato in isocitrato, anch'esso a sei atomi di 
carbonio, che viene deidrogenato con perdita di CO;, pro- 
ducendo il composto a cinque atomi di carbonio a-cheto- 
glutarato (detto anche ossoglutarato). Quest'ultimo per- 
de un’altra molecola di CO; per formare il succinato, un 
composto a quattro atomi di carbonio. Il succinato viene 
convertito enzimaticamente in tre tappe in ossalacetato, il 
composto a quattro atomi di carbonio con cui era iniziato 
il ciclo. Eossalacetato è ora di nuovo pronto a reagire con 
un’altra molecola di acetil-CoA per iniziare un secondo gi- 
ro del ciclo. In ogni giro del ciclo entra un gruppo acetilico 
(due atomi di carbonio) sotto forma di acetil-CoA ed esco- 
no due molecole di CO.. In ogni giro viene utilizzata una 
molecola di ossalacetato per formare il citrato, ma - do- 
po una serie di reazioni - l’ossalacetato viene rigenerato. 
Quindi, non vi è un consumo netto di ossalacetato e una 
molecola di ossalacetato è in teoria sufficiente a ossidare 
un numero infinito di gruppi acetilici. L’ossalacetato infat- 
ti è presente nella cellula in basse concentrazioni. Quat- 
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tro delle otto tappe di questo processo sono ossidazioni, 
in cui l'energia dell’ossidazione viene conservata con un 
alto grado di efficienza mediante la formazione dei coen- 
zimi ridotti NADH e FADH,. 

Come già detto, anche se il ciclo dell’acido citrico è 
la via metabolica principale per la produzione di energia, 
il suo ruolo non si limita alla conservazione dell’energia 
chimica. Gli intermedi a quattro e a cinque atomi di car- 
bonio del ciclo sono anche precursori biosintetici per vari 
composti. Per rimpiazzare gli intermedi utilizzati per altri 
scopi, le cellule si servono di reazioni anaplerotiche (di 
riempimento), che saranno descritte più avanti. 

Eugene Kennedy e Albert Lehninger dimostrarono 
nel 1948 che negli eucarioti l’intera serie di reazioni del 
ciclo dell’acido citrico aveva luogo nei mitocondri. Essi 
scoprirono che i mitocondri isolati contenevano non sol- 
tanto tutti gli enzimi e i coenzimi necessari al ciclo dell’a- 
cido citrico, ma anche tutti gli enzimi e le proteine neces- 
sari alla fase successiva della respirazione cellulare, cioè 
il trasferimento degli elettroni e la sintesi di ATP trami- 
te la fosforilazione ossidativa. Come vedremo nei capito- 
li successivi, i mitocondri contengono anche gli enzimi 
che catalizzano l’ossidazione degli acidi grassi ad acetil- 
CoA e la degradazione ossidativa di alcuni amminoacidi 
ad acetil-CoA e di altri a ossalacetato, succinil-CoA o a- 
chetoglutarato. Quindi, negli eucarioti non fotosintetici 
il mitocondrio è la sede in cui avvengono le reazioni di 
ossidazione che producono energia e in cui si ha la sinte- 
si di ATP accoppiata a queste reazioni. Negli eucarioti fo- 
tosintetici i mitocondri sono la sede principale di produ- 
zione di ATP al buio, ma alla luce solare i principali pro- 
duttori di ATP diventano i cloroplasti. La maggior parte 
dei batteri contiene gli enzimi del ciclo dell’acido citri- 
co nella loro frazione citosolica, e la loro membrana pla- 
smatica ha una funzione analoga a quella della membra- 
na interna del mitocondrio per quanto riguarda la sinte- 
si di ATP (Capitolo 19). 


e Nelciclo dell'acido citrico la sequenza delle reazioni 
ha una logica chimica 

Per estrarre completamente il potenziale energetico da 
combustibili come i carboidrati, i grassi e le proteine, l’a- 
cetil-CoA che viene prodotto dalle reazioni delle vie di de- 
molizione di questi composti deve poter essere completa- 
mente ossidato a CO,. ossidazione diretta dell’acetato (0 
acetil-CoA) a CO; non è, però, biochimicamente fattibile. 
La decarbossilazione di questo acido a due atomi di car- 
bonio formerebbe infatti CO, e metano (CHy). Il metano 
è chimicamente stabile e, eccetto il caso di alcuni batteri 
metanotrofi che crescono all’interno di nicchie ricche di 
questo idrocarburo presenti nell’intestino, gli organismi 
non hanno i cofattori e gli enzimi necessari a ossidare il 
metano. I gruppi metilenici (—CH,—) vengono però fa- 
cilmente metabolizzati da alcuni sistemi enzimatici pre- 
senti nella maggior parte degli organismi. Nelle classiche 
sequenze di ossidazione sono coinvolti due gruppi meti- 
lenici (—CH,—CH;—) di cui almeno uno è adiacente a 
un gruppo carbonilico. Come abbiamo già visto nel Ca- 
pitolo 13 (pagina 528), i gruppi carbonilici sono partico- 
larmente importanti nelle trasformazioni chimiche del- 
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le vie metaboliche. Il carbonio del gruppo carbonilico ha 
una carica positiva parziale dovuta alla proprietà dell’os- 
sigeno carbonilico di attrarre a sé gli elettroni, diventan- 
do così un centro elettrofilico. Un gruppo carbonilico può 
favorire la formazione di un carbanione su un carbonio 
adiacente per delocalizzazione della carica negativa del 
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carbanione. Nel ciclo dell’acido citrico incontreremo un 
esempio di ossidazione di un gruppo metilenico quando 
viene ossidato il succinato (vedi le tappe da 0 a06 nel 
la Figura 16.7), con la formazione di un gruppo carboni- 
lico (nell’ossalacetato) chimicamente più reattivo sia del 
gruppo metilenico, sia del metano. 


1) 


Condensazione di Claisen: il 

gruppo metilico di un acetil-CoA 

viene convertito in gruppo 

metilenico nel citrato. 

H:0 CoA-SH ® 
Deidratazione/ 
reidratazione: il gruppo 
—OH del citrato viene 


Citrato 


condensazione di o= ‘ cC00 7 HOT— e COO7 riposizionato na 

Claisen nella tappa er preparare la 

successiva. di CH 000 CH, _C00 n della 

tappa successiva. 
(7) Ciclo 
E malato / dell’acido aconitasi H,0 
Idratazione: Malato deidrogenasi SO 
l'aggiunta di 
acqua sul oo 
doppio HO— cH 
legame 
introduce un a 2 
gruppo —OH COO 7 
per la 
successiva 
tappa di fumarasi (©) NADH 
ossidazione. 
Hs0 
COO 


| 


Fumarato CH 


Il H—C—C00 7° 
H î HO— c —H lsocitrato 
c00 
COO 7 e 
; isocitrato 
o mn A deidrogenasi Decarbossilazione 
eidrogenasi II 
Deidrogenazione: 6 ossidativa: il gruppo 
l’introduzione di un SA es 
doppio legame dà inizio 3 a carbonile, che a 
alla sequenza di io 2_C00 complesso sua volta favorisce la 
5 1 1 succinil-CoA dell’a-chetoglutarato decarbossilazione 
ossidazione del metilene. CH 2 : "LS idonei ! i. na 
Succinato COO carbanione formato 
COO sull’atomo di 
CoA-SH CoA-SH @-Chetoglutarato carbonio adiacente. 
C_-S-CoA CO: 
] - @ 
(5) Spe a Decarbossilazione 
Leg x (ADP) Succinil-CoA ossidativa: meccanismo 
Fosforilazione a livello del +P, 


substrato: l’energia del tioestere 
viene conservata nel legame 
fosfoanidridico del GTP o dell'ATP. 


Figura 16.7 Reazioni del ciclo dell'acido citrico. Gli atomi di 
carbonio ombreggiati in rosa sono quelli derivati dall'unità acetilica 
dell'acetil-CoA entrata nel ciclo. Questi atomi di carbonio non 

sono quelli rilasciati sotto forma di CO, nello stesso giro del ciclo. 

Si noti che, dopo il succinato, i due atomi di carbonio introdotti 
originariamente sotto forma di unità acetilica non sono più indicati, in 
quanto succinato e fumarato sono molecole simmetriche, e C-1 e C-2 
diventano indistinguibili da C-4 e C-3.1 numeri a lato di ogni reazione 


simile a quello della piruvato 
deidrogenasi, dipendente dal 
carbonile sul carbonio 
adiacente. 


corrispondono ai numeri utilizzati nelle pagine 656-664. Le frecce 
rosse indicano dove l'energia viene conservata tramite trasferimento 
di elettroni al FAD o al NAD* con formazione di FADH, o di NADH + H*. 
Le tappe ©, © e © sono essenzialmente irreversibili nella cellula, 
tutte le altre sono reversibili. Il prodotto della tappa @ può essere 
ATP o GTP in base all'isozima della succinil-CoA sintetasi coinvolto 
nella reazione. 
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Quindi, se l’acetil-CoA deve essere ossidato in modo 
efficiente, il gruppo metilico dell’acetil-CoA deve restare 
legato a qualcosa. La prima tappa del ciclo dell’acido ci- 
trico risolve il problema della scarsa reattività del gruppo 
metilico per mezzo della condensazione dell’acetil-CoA 
con l’ossalacetato. Il carbonile dell’ossalacetato agisce da 
centro elettrofilico, che viene poi attaccato dal carbonio 
metilico dell’acetil-CoA in una condensazione di Claisen 
(pagina 528) per formare il citrato (tappa © nella Figu- 
ra 16.7). Nell’acido citrico, il gruppo metilico dell’acetato 
è stato convertito in un gruppo metilenico. Questo acido 
tricarbossilico va quindi rapidamente incontro a una serie 
di ossidazioni che eliminano due atomi di carbonio sotto 
forma di CO.. Si noti che tutte le tappe caratterizzate dal- 
la rottura o dalla formazione dei legami carbonio-carbonio 
(tappe ®, © e ©) sfruttano gruppi carbonilici corretta- 
mente posizionati. Come in tutte le vie metaboliche, esiste 
una logica chimica anche nella sequenza delle tappe del 
ciclo dell'acido citrico: ciascuna reazione coinvolge un’os- 
sidazione necessaria per la conservazione dell’energia op- 
pure una tappa preliminare essenziale per innescare una 
successiva ossidazione, collocando i gruppi funzionali nel- 
la posizione corretta per favorire l’ossidazione o la decar- 
bossilazione ossidativa. Durante lo studio delle tappe del 
ciclo, bisogna tenere presente il principio razionale chimi- 
co di ciascuna di queste reazioni. Così facendo, sarà più fa- 
cile comprendere e ricordare l’intero processo. 


e  Ilciclo dell'acido citrico ha otto tappe 

Nell’esaminare le otto reazioni che costituiscono il ciclo 
dell’acido citrico, porremo un accento particolare sulle tra- 
sformazioni chimiche a cui va incontro il citrato che si è for- 
mato dall’acetil-CoA e dall’ossalacetato, quando viene ossi- 
dato per generare CO; e l'energia dell’ossidazione viene con- 
servata sotto forma dei coenzimi ridotti NADH e FADH,. 


© Formazione del citrato La prima reazione del ciclo 
è la condensazione dell’acetil-CoA con l’ossalacetato per 
formare citrato, reazione catalizzata dalla citrato sintasi. 


4° 
CH3 i 
S-CoA #° 

Acetil-CoA H,0 CoA-SH n 
o- 

+ - > HO—-C—C00° 

citrato 
A sintasi CH, — COO” 
0=C—C00 " 
Citrato 
CHs — COO” 
Ossalacetato 
AG'° = — 32,2 kJ/mole 


In questa reazione l'atomo di carbonio metilico del grup- 
po acetilico si lega al gruppo carbonilico (C-2) dell’ossala- 
cetato. Il citril-CoA è un intermedio transitorio che si for- 
ma sul sito attivo dell'enzima (vedi la Figura 16.9) e va in- 
contro a una rapida idrolisi, producendo CoA libero e ci- 
trato, che sono poi rilasciati dal sito attivo. idrolisi di que- 
sto intermedio tioestere a elevata energia rende la reazione 
di scissione fortemente esoergonica. La grande variazione 
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di energia libera standard negativa della reazione cataliz- 
zata dalla citrato sintasi è essenziale per il funzionamento 
del ciclo, perché, come si è detto prima, la concentrazione 
dell’ossalacetato normalmente è molto bassa. Il CoA libera- 
to in questa reazione viene riciclato e può partecipare alla 
decarbossilazione ossidativa di un’altra molecola di piru- 
vato da parte del complesso della piruvato deidrogenasi. 

La citrato sintasi nei mitocondri è stata cristallizzata e 
la sua struttura analizzata ai raggi X in presenza e in assen- 
za dei suoi substrati e inibitori (Figura 16.8). Ciascuna sub- 
unità dell'enzima omodimerico è costituita da un singo- 
lo polipeptide con due domini, uno grande e rigido, l’altro 
più piccolo e flessibile; il sito attivo si trova tra i due domi- 
ni. Lossalacetato, il primo substrato che si lega all’enzima, 
induce un’estesa modificazione conformazionale nel do- 
minio flessibile, creando un sito di legame per il secondo 
substrato, l’acetil-CoA. Quando nel sito attivo si è formato 


(a) 
Analogo 


dell’acetil-CoA 
(N° Ossalacetato 


Ossalacetato 2 


dell’acetil-CoA < 


Analogo 


(b) 


Figura 16.8 Struttura della citrato sintasi. Quando si lega 
l'ossalacetato, il dominio flessibile di ciascuna subunità va incontro a 
una marcata variazione conformazionale, creando un sito di legame 
per l'acetil-CoA. (a) Forma aperta dell'enzima da solo (PDB ID 5CSC); 
(b) Forma chiusa con l'ossalacetato e un analogo stabile dell'acetil- 
CoA (carbossimetil-CoA) legati (derivato da PDB ID 5CTS). Nella figura 
una subunità è colorata in marrone chiaro, l'altra in verde. 
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il citroil-CoA, un’altra modificazione conformazionale cau- 
sa l’idrolisi del tioestere e viene rilasciato COA-SH. Questo 
adattamento indotto dell'enzima, prima al substrato e poi 
all’intermedio della reazione, diminuisce la probabilità di 
avere una scissione prematura e non produttiva del legame 
tioestere dell’acetil-CoA. Gli studi cinetici sull’enzima so- 
no coerenti con questo tipo di meccanismo ordinato a due 
substrati (vedi la Figura 6.13). La reazione catalizzata dalla 
citrato sintasi è essenzialmente una condensazione di Clai- 
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sen (pagina 528) che coinvolge un tioestere (l’acetil-CoA) 
e un chetone (l’ossalacetato) (Figura 16.9). 


@ Formazione dell’isocitrato attraverso il cis-aconita- 
to L'enzima aconitasi (più propriamente aconitato idra- 
tasi) catalizza la trasformazione reversibile del citrato in 
isocitrato, mediante la formazione intermedia dell’acido 
tricarbossilico cis-aconitato, che normalmente non si dis- 
socia dal sito attivo dell'enzima. Laconitasi può aggiungere 
una molecola d’acqua al doppio legame dell’intermedio le- 
gato all’enzima cis-aconitato, in due modi diversi; una via 
porta a citrato e l’altra a isocitrato: 
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ferro-zolfo, e acquisisce un nuovo ruolo nella regolazione 
dell’omeostasi del ferro. L’aconitasi è uno dei molti enzi- 
mi, di cui si conosce un ruolo ulteriore (“moonlight”, dop- 
pio lavoro) rispetto a quello catalitico (Box 16.1). 


Figura 16.10 Centro ferro-zolfo dell’aconitasi. || centro ferro- 
zolfo è in rosso, il citrato in blu. Tre residui di Cys dell'enzima legano 

tre atomi di ferro; un quarto atomo di ferro è legato a uno dei gruppi 
carbossilici del citrato e interagisce non covalentemente con un 
gruppo ossidrilico del citrato (legame tratteggiato). :B rappresenta 
un residuo basico dell'enzima che aiuta a posizionare il citrato nel sito 
attivo. Il centro ferro-zolfo è importante sia nel legame col substrato 
sia nel processo catalitico. Le proprietà generali delle proteine ferro- 
zolfo sono trattate nel Capitolo 19 (vedi la Figura 19.5). 


Box 16.1 Proteine enzimatiche che fanno più di un lavoro: le proteine ”“moonli 


Il detto “un gene-un enzima”, coniato da George Beadle 
e Edward Tatum nel 1940 (vedi il Capitolo 24), tenne 
campo per gran parte del ventesimo secolo insieme con il 
convincimento che ogni proteina svolgesse un solo ruolo. 
Ma negli anni recenti sono state trovate molte importanti 
eccezioni a questa semplice regola. Sono stati scoperti 
infatti casi in cui una singola proteina codificata da un 
singolo gene svolge più funzioni nella cellula e per questo 
è definita “moonlighting”. Per esempio, l’aconitasi è sia 
un enzima che un regolatore della sintesi proteica. 

Le cellule eucariotiche hanno due isozimi dell’aconitasi. 
Lisozima mitocondriale converte il citrato in isocitrato 
nel ciclo dell’acido citrico. Lisozima citosolico ha due 
funzioni distinte, in quanto catalizza la conversione 
del citrato in isocitrato, fornendo il substrato per una 
isocitrato deidrogenasi che genera NADPH, un dona- 
tore di elettroni per la sintesi degli acidi grassi e di altri 
processi anabolici citosolici, ma può anche partecipare 
all’omeostasi cellulare del ferro. 

Tutte le cellule devono disporre di ferro per l’attività 
di molte proteine che lo utilizzano come cofattore. 
Nell’uomo la deficienza di ferro provoca anemia, cioè 
una diminuzione del numero degli eritrociti e della ca- 
pacità di trasporto dell’ossigeno, una condizione che può 
condurre anche alla morte. Ma troppo ferro è dannoso: 
quando si accumula, come nell’emocromatosi e in al- 
tre malattie correlate, provoca un notevole danno epa- 
tico. Il ferro proveniente dalla dieta viene trasportato 
nel sangue dalla proteina transferrina e penetra nelle 
cellule mediante un processo di endocitosi mediata dal 
recettore della transferrina. Una volta all’interno delle 
cellule, il ferro viene utilizzato per la sintesi di gruppi 
eme, dei citocromi, delle proteine Fe-S e di altre proteine 
Fe-dipendenti. Il ferro in eccesso viene immagazzinato 
in una forma legata alla proteina ferritina. I livelli di 
transferrina, di recettore della transferrina e di ferritina 
sono quindi cruciali per l’omeostasi cellulare del ferro. 
La sintesi delle tre proteine è regolata dalla disponibilità 
di ferro, e l’aconitasi svolge un ruolo chiave in questo 
processo regolatorio, grazie alla sua doppia attività (que- 
sti enzimi sono detti “moonlighting enzymes” cioè che 
“svolgono un doppio lavoro”). 


L’aconitasi possiede un complesso Fe-S nel suo sito attivo 
(vedi la Figura 16.10). Quando il livello del ferro è basso, 
questo complesso Fe-S si stacca dalla proteina e l'enzima 
perde l’attività catalitica. L’apoenzima (apoaconitasi, che 
è privo del complesso Fe-S) acquista ora la sua seconda 
attività, cioè la capacità di legarsi a specifiche sequenze 
degli RNA messaggeri per il recettore della transferrina 
e per la ferritina, regolando in tal modo la sintesi di que- 
ste due proteine a livello trascrizionale. Due proteine di 
regolazione del ferro, la IRP1 e la IRP2, controllano il 
metabolismo del ferro. La IRP1 è identica all’apoaconitasi 
citosolica, e la IRP2 è strutturalmente e funzionalmente 
molto simile alla IRP1 ma, al contrario della IRP1, non 
può essere convertita in aconitasi enzimaticamente at- 
tiva. La IRP1 e la IRP2 si legano a regioni dell’'mRNA che 
codifica la ferritina e dell'mRNA che codifica il recettore 
della transferrina, regolando così la mobilizzazione e il tra- 
sporto del ferro. Queste sequenze dell’mRNA fanno parte 
di strutture a forcina (pagina 302) chiamate elementi di 
risposta al ferro (IRE), localizzate alle estremità 5’ e 3' 
degli mRNA (Figura 1). Quando si legano alle sequenze 
IRE 5’ non trascritte nell'mRNA della ferritina, le proteine 
IRP bloccano la sintesi della ferritina. Quando si legano 
alle sequenze IRE non trascritte al 3' dell'mRNA per il 
recettore della transferrina, esse stabilizzano lmRNA 
impedendo la sua degradazione e quindi permettendo 
la sintesi di più copie del recettore per molecola di mRNA. 
Quindi, nelle cellule in cui la concentrazione del ferro è 
bassa, il trasporto del ferro aumenta e l’immagazzina- 
mento dello ione (legato alla ferritina) si riduce. Quando 
le concentrazioni del ferro tornano alla norma, la IRP1 
viene convertita in aconitasi, e la IRP2 va incontro a de- 
gradazione proteolitica, ponendo fine alla risposta dovuta 
alle basse concentrazioni di ferro. 

Laconitasi enzimaticamente attiva e la apoaconitasi con 
azione regolatrice hanno strutture differenti. Nella sua 
forma di aconitasi attiva la proteina possiede due lobi che 
si chiudono intorno al complesso Fe-S. Nella sua forma 
di IRPI, i due lobi si aprono esponendo il sito di legame 
per mRNA (Figura 2). 

Paconitasi è solo uno dei molti enzimi che si pensa pos- 


sano avere un secondo ruolo. Molti enzimi della glicolisi 
> (segue) 
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Box 16.1 (segue) 


Figura 1 Effetto della IRP1 e della IRP2 sugli mRNA della 


ferritina e del recettore della transferrina. 
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Bassa [ferro] 


Alta [ferro] 


IRP legata all'elemento di risposta al ferro (IRE)? Sì No 
mRNA per la ferritina Traduzione dell'mRNA —Repressa Attivata 

5° AAMA), 3' per la ferritina 

HE Sintesi della ferritina Diminuita Aumentata 
mRNA per il recettore della transferrina 

LR) î î î î î Stabilità dell'mRNA Aumentata Diminuita 

5° E AAA(A), 3' per il TfR 
Sintesi del TfR Aumentata Diminuita 


potrebbero essere inclusi in questo gruppo. La piruvato 
chinasi agisce nel nucleo per regolare la trascrizione di 
geni che rispondono all’ormone tiroideo. La gliceraldeide 
3-fosfato deidrogenasi agisce come uracile glicosilasi, nel 
processo di riparazione del DNA danneggiato, e come 


@ Ossidazione dell’isocitrato ad a-chetoglutarato e 
CO; Nella tappa successiva, l’isocitrato deidrogenasi 
catalizza la decarbossilazione ossidativa dell’isocitrato per 
formare a-chetoglutarato (Figura 16.11). Uno ione Mn°* 
presente nel sito attivo interagisce con il gruppo carboni- 
lico dell’intermedio ossalosuccinato, che si forma transito- 
riamente e non lascia il suo sito di legame fino alla sua con- 
versione in a-chetoglutarato mediante decarbossilazione. 


regolatore della trascrizione dell’istone H2B. Le cristal- 
line dell’occhio dei vertebrati sono in realtà enzimi gli- 
colitici tra cui la fosfoglicerato chinasi, la triosio fosfato 
isomerasi, oltre alla lattato deidrogenasi, che svolgono 
ulteriori funzioni. 

Fino a qualche anno fa la scoperta di proteine con più 
funzioni avveniva quasi esclusivamente in modo casuale: 
due gruppi di ricercatori che si occupavano di argomenti 
non correlati fra di loro trovavano che le “loro” proteine 
avevano proprietà simili, le confrontavano accurata- 
mente, e trovavano che erano identiche. Con la crescita 
del numero delle sequenze delle proteine e del DNA di- 
sponibili nelle banche dati, oggi è possibile trovare pro- 
teine con più d’una funzione verificando se la sequenza 
della proteina in esame è già stata attribuita a un’altra 
proteina con una diversa funzione. Ciò significa anche 
che una proteina a cui si attribuisce nelle banche dati 
una certa funzione non necessariamente deve avere solo 
quella funzione. Il fenomeno del “doppio lavoro” delle 
proteine potrebbe spiegare anche alcuni dati controversi: 
esperimenti in cui una proteina con una funzione nota 
viene resa inattiva, ma l'organismo mutante mostra una 
condizione fenotipica che non ha alcuna relazione con 
la perdita di quella funzione. 


Figura 2 Due forme della aconitasi citosolica/IRP1 con due 
differenti funzioni. (a) Nell'aconitasi, i due lobi principali si 
richiudono e il centro Fe-S viene inglobato. La proteina è stata resa 
trasparente, per mostrare il centro Fe-S (PDB ID 2B3Y). (b) Nella 
IRP1,i lobi si aprono, esponendo un sito di legame per la struttura a 
forcina del substrato (PDB ID 2IPY). 


L’Mn°* stabilizza anche l’enolo formato transitoriamente 
per decarbossilazione. 

Vi sono due forme di isocitrato deidrogenasi: una richie- 
de il NAD* come accettore di elettroni e un’altra che uti- 
lizza invece il NADP*. La reazione complessiva catalizzata 
dai due enzimi è ovviamente identica. Nelle cellule euca- 
riotiche l’isozima NAD-dipendente è presente nella matrice 
mitocondriale e opera all’interno del ciclo dell’acido citri- 
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co. Fisozima NADP-dipendente è presente sia nella matri- 
ce mitocondriale sia nel citosol. La sua funzione principa- 
le è quella di generare NADPH, coenzima essenziale nelle 
reazioni anaboliche riduttive. 


© Ossidazione dell’a-chetoglutarato a succinil-CoA 
e CO; La tappa successiva è un’altra decarbossilazione 
ossidativa, in cui l’a-chetoglutarato viene trasformato in 
succinil-CoA e CO, dal complesso dell’a-chetoglutara- 
to deidrogenasi; il NAD* è l’accettore finale degli elet- 
troni e il CoA è il trasportatore del gruppo succinile. L’e- 
nergia liberata dell’ossidazione dell’a-chetoglutarato è 
conservata mediante la formazione del legame tioestere 
del succinil-CoA: 


CoA-SH 

CH3— C00° \ NAD* CH3 —C00° 

Î \ \ NADH 

CH; \ av 3 CHa + C0Oag 
- e e” > 

c—{Sopg Carpisa C—S-CoA 

| dell’a-chetoglutarato | 

o) deidrogenasi O 


Succinil-CoA 
AG'° = —33,5 kJ/mole 


a-Chetoglutarato 


Questa reazione è praticamente identica alla reazione ca- 
talizzata dal complesso della piruvato deidrogenasi, esa- 
minata in precedenza, e alla sequenza di reazioni respon- 
sabile della demolizione degli a-chetoacidi prodotti da- 
gli amminoacidi ramificati (Figura 16.12). Il complesso 
dell’a-chetoglutarato deidrogenasi è molto simile al com- 
plesso della piruvato deidrogenasi (PDH) sia come strut- 
tura sia come funzione. Anche in questo complesso sono 
presenti tre enzimi, analoghi a E;, E; ed E; del complesso 
della piruvato deidrogenasi, e cinque coenzimi: TPP le- 
gata al primo enzima, lipoato legato al secondo enzima, 
FAD, NAD e coenzima A. Entrambi i complessi enzimati- 
ci sono sicuramente derivati da un gene ancestrale comu- 
ne. Anche se gli enzimi E; dei due complessi sono strut- 
turalmente simili, le loro sequenze amminoacidiche so- 
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no diverse e di conseguenza hanno una diversa specifi- 
cità di legame: E; del complesso della piruvato deidroge- 
nasi lega il piruvato, mentre E; del complesso dell’a-che- 
toglutarato deidrogenasi lega l’a-chetoglutarato. Anche 
i componenti E, sono molto simili; entrambi contengono 
gruppi lipoilici legati covalentemente. Le unità E; dei due 
complessi enzimatici sono identiche. Il complesso che de- 
grada gli a-chetoacidi a catena ramificata (vedi la Figura 
18.28) catalizza la stessa sequenza di reazioni utilizzan- 
do gli stessi cinque cofattori. Questo costituisce un chia- 
ro esempio di evoluzione divergente, in cui i geni che 
codificano un enzima caratterizzato da una determina- 
ta specificità di substrato danno origine, durante l’evolu- 
zione, a enzimi strettamente correlati ma contraddistin- 
ti da specificità di substrato differenti, pur conservando 
lo stesso meccanismo enzimatico. 


6 Conversione del succinil-CoA a succinato Il suc- 
cinil-CoA, come l’acetil-CoA, ha un legame tioestere con 
un’energia libera di idrolisi fortemente negativa (AG'° = 
—36 kJ/mole). Nella tappa successiva del ciclo dell'acido 
citrico, l’energia rilasciata dalla rottura del legame tio- 
estere viene usata per favorire la sintesi di un legame fo- 
sfoanidride sotto forma di GTP 0 ATP con un AG”° net- 
to di soli —2,9 kJ/mole. Il processo porta alla formazio- 
ne di succinato: 


CH 7000 pp 4 p, atP cossa {9° 
CH; LS / 7 CH; 
o S-CoA È succinil-CoA TH 
O sintetasi COO7 
Succinil-CoA Succinato 


AG'°= —-2,9 kJ/mole 


L’enzima che catalizza questa reazione reversibile viene 
detto succinil-CoA sintetasi o anche succinico tiochi- 
nasi; entrambi i nomi suggeriscono la partecipazione alla 
reazione di un nucleoside trifosfato (Box 16.2). 
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Isocitrato Ossalosuccinato a-Chetoglutarato 


Figura 16.11 X} MECCANISMO D'AZIONE Isocitrato 
deidrogenasi. In questa reazione il substrato, l'isocitrato, perde un 


© 


L’isocitrato viene ossidato 

dal trasferimento di uno ione 
idruro al NAD* o al NADP* 

(a seconda della forma isozimatica). 


© 


La decarbossilazione viene 


favorita dalla sottrazione 


di un elettrone da parte 
dello ione Mn2* legato. 


atomo di carbonio per decarbossilazione ossidativa. Vedi la Figura 


© 


Il riarrangiamento 
dell’intermedio 
enolico genera 
l’a-chetoglutarato. 


14.14 per un approfondimento sulle reazioni di trasferimento di uno 
ione idruro nelle reazioni che coinvolgono il NAD* e il NADP*. 
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Figura 16.12 Un meccanismo conservato per la 
decarbossilazione ossidativa. Le vie mostrate nella figura utilizzano 


complessi multienzimatici strettamente simili tra loro, gli stessi cinque 


cofattori (tiamina pirofosfato, coenzima A, lipoato, FAD e NAD'*) e lo 
stesso meccanismo enzimatico per portare a termine le reazioni di 
decarbossilazione ossidativa del piruvato (catalizzate dal complesso 


della piruvato deidrogenasi), dell'a-chetoglutarato (nel ciclo 
dell'acido citrico) e degli scheletri carboniosi dei tre amminoacidi 
ramificati isoleucina (mostrata nella figura), leucina e valina. 

Vi è poi anche una quarta reazione, catalizzata dalla glicina 
decarbossilasi, che coinvolge un meccanismo d'azione molto simile 
(vedi la Figura 20.22). 


La citrato sintasi è uno dei molti enzimi che catalizzano 
reazioni di condensazione, formando un prodotto chi- 
mico più complesso dei suoi precursori. Le sintasi cataliz- 
zano condensazioni in cui non sono necessari nucleosidi 
trifosfato (ATP, GTB ecc.) come fonte energetica. Anche 
le sintetasi catalizzano reazioni di condensazione, ma 
questo nome è riservato a quegli enzimi che fanno uso di 
ATP o di altri nucleosidi trifosfato come fonte di energia 
per la reazione biosintetica. La succinil-CoA sintetasi è 
uno di questi enzimi. Ligasi (dal latino ligare, “unire in- 
sieme”) è il nome generale applicato a tutti gli enzimi che 
catalizzano reazioni di condensazione in cui due atomi 
vengono uniti utilizzando l'energia dell'ATP oppure una 
diversa fonte energetica. (Quindi le sintetasi sono ligasi.) 
La DNA ligasi, per esempio, salda le interruzioni nel fila- 
mento del DNA usando l’energia fornita dall’ATP o dal 
NAD*; questo enzima viene ampiamente utilizzato in 
esperimenti di ingegneria genetica per unire tra loro seg- 
menti di DNA. Le ligasi non vanno confuse con le liasi, 
enzimi che catalizzano la rottura (oppure, nella direzione 
inversa, l'aggiunta) in cui si hanno riarrangiamenti elet- 
tronici. Il complesso della piruvato deidrogenasi, che ri- 
lascia ossidativamente CO;, appartiene a questa grande 
classe di enzimi. 

Il nome chinasi si applica a quegli enzimi che trasferi- 
scono gruppi fosforici da un nucleotide trifosfato come 
l’ATP a una molecola accettrice: uno zucchero (come 
nella reazione dell’esochinasi o della glucochinasi), una 
proteina (come nella reazione della glicogeno fosfori- 
lasi chinasi), un altro nucleotide (come nella reazione 
della nucleoside difosfato chinasi) oppure un interme- 
dio metabolico come l’ossalacetato (come nella reazione 
della PEP carbossichinasi). La reazione catalizzata da 
una chinasi è una fosforilazione. Invece la fosforolisi è una 
reazione di spiazzamento, in cui il gruppo fosforico è la 


specie entrante (nucleofilo) e si lega covalentemente ai 
punti in cui si rompe un legame. Queste reazioni sono 
catalizzate dalle fosforilasi. Per esempio, la glicogeno fo- 
sforilasi catalizza la fosforolisi del glicogeno, producendo 
glucosio 1-fosfato. La defosforilazione è invece la rimo- 
zione di gruppi fosforici da fosfoesteri tramite reazioni in 
cui l’acqua è la specie reattiva; questa reazione viene ca- 
talizzata dalle fosfatasi. enzima fruttosio bisfosfatasi-1 
converte, nella gluconeogenesi, il fruttosio 1,6-bisfosfato 
in fruttosio 6-fosfato, e la fosforilasi a fosfatasi rimuove 
gruppi fosforici da residui di fosfoserina presenti nella 
forma fosforilata dell'enzima glicogeno fosforilasi. 
Sfortunatamente queste descrizioni dei diversi enzimi 
tendono a sovrapporsi e molti enzimi hanno due o più 
nomi. La succinil-CoA sintetasi, per esempio, viene anche 
chiamata succinato tiochinasi; l'enzima è chiaramente sia 
una sintetasi nel ciclo dell’acido citrico sia una chinasi 
quando agisce nella direzione della sintesi di succinil- 
CoA. Ciò aggiunge altra confusione alla nomenclatura 
degli enzimi: un enzima talvolta è stato scoperto per il 
suo effetto catalitico sulla conversione, diciamo, di A in 
B e da questa reazione è derivato il suo nome; soltanto 
più tardi è stato scoperto che nella cellula operava prin- 
cipalmente in modo inverso convertendo B in A. Di solito 
continua a essere utilizzato il primo nome, anche se la 
funzione fisiologica dell'enzima sarebbe meglio descritta 
se l'enzima prendesse il nome dalla reazione inversa. 
Penzima piruvato chinasi (che agisce nella glicolisi) è un 
tipico esempio di quanto stiamo dicendo (pagina 570). 
Per chi affronta per la prima volta la biochimica questa 
molteplicità di nomi degli enzimi potrà sembrare piut- 
tosto sconcertante. 

Comitati internazionali hanno fatto sforzi incredibili per 
elaborare una sistematizzazione della nomenclatura de- 
gli enzimi (vedi la Tabella 6.3 per un breve riassunto del 


> (segue) 
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Box 16.2 


(segue) 


sistema), ma accade spesso che i nomi sistematici siano 
così lunghi e complessi da non essere praticamente mai 
usati nella letteratura biochimica. 

In questo testo sono quasi sempre usati i nomi più co- 
munemente utilizzati dai biochimici nei loro lavori, ma 
abbiamo sottolineato i casi in cui un dato enzima ha più 


In questa reazione che conserva energia vi è una fase 
intermedia in cui la molecola dell'enzima diventa fosfo- 
rilata a livello di un suo residuo di His presente nel sito 
attivo (Figura 16.13a). Il gruppo fosforico, che ha un ele- 
vato potenziale di trasferimento di gruppo, viene quindi 
trasferito all’ADP (o al GDP) per formare ATP (0 GTP). 
Le cellule animali hanno due isozimi, uno specifico per 
LADP e un altro per il GDP. L'enzima succinil-CoA sinte- 
tasi ha due subunità: la subunità a (M, 32 000) possiede 
il residuo di His fosforilato (His°‘9) e il sito di legame per 
il CoA; la subunità B (M, 42 000) conferisce la specifici- 
tà per ’ATP o per il GTP. Il sito attivo è all’interfaccia tra 
le due subunità. La struttura cristallografica della succi- 
nil-CoA sintetasi rivela due “eliche” (una per ogni sub- 
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Figura 16.13 Lareazione della succinil-CoA sintetasi. (a) Nella 
tappa ® un gruppo fosforico sostituisce il CoA del succinil-CoA legato 
all'enzima, formando un acil fosfato a elevato contenuto energetico. 
Nella tappa @ il succinil fosfato dona il suo gruppo fosforico a un 
residuo di istidina dell'enzima, formando un fosfoistidil-enzima, un 
altro legame a elevato contenuto energetico. Nella tappa ® il gruppo 
fosforico viene trasferito dal residuo di istidina al gruppo fosforico 
terminale del GDP (o dell'ADP), formando GTP (o ATP). 
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di un nome. Per ulteriori informazioni sulla nomencla- 
tura sistematica degli enzimi è possibile riferirsi alle 
raccomandazioni del Comitato per la Nomenclatura 
dell’Unione Internazionale di Biochimica e Biologia 
Molecolare (reperibili sul sito Web www.chem.qmw. 
ac.uk/iubmb/ nomenclature/). 


unità) poste in modo tale da orientare le cariche positi- 
ve parziali dei loro dipoli elettrici in stretta vicinanza al 
residuo di His fosforilato e quindi carico negativamente 
(Figura 16.13b), stabilizzando così l’intermedio fosfoenzi- 
ma. (Si ricordi il comportamento analogo dei dipoli dell’e- 
lica nel canale per il K* nello stabilizzare gli ioni K*; ve- 
di la Figura 11.47.) 

La formazione dell’ATP (o del GTP) a spese dell’ener- 
gia rilasciata dalla decarbossilazione ossidativa dell’a-che- 
toglutarato è una fosforilazione a livello del substrato, co- 
me la sintesi dell'ATP catalizzata dalle reazioni fosfoglice- 
rato chinasica e piruvato chinasica della via glicolitica (vedi 
la Figura 14.2). Il GTP formato dalla succinil-CoA sintetasi 
può donare il suo gruppo fosforico terminale all’ADP, per 


(b) 


Subunità 


Coenzima A 


Elica 
della subunità B 


Gruppo fosfato 


Elica 
della 
subunità a 


Subunità a 


(b) Sito attivo della succinil-CoA sintetasi di E. coli (derivato da 
PDB ID 1SCU). Il sito attivo è formato da una parte di entrambe le 
subunità a (in viola) e f} (in marrone). Le eliche (in colore viola e 
marrone) posizionano le cariche parzialmente positive del loro 
dipolo vicino al gruppo fosforico della (P-His?45 nella catena a, 
stabilizzando il fosfoistidil-enzima. L'enzima batterico e l'enzima 
del mammifero hanno sequenze amminoacidiche e strutture 
tridimensionali simili. 
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formare ATP tramite una reazione reversibile, catalizzata 
dalla nucleoside difosfato chinasi (pagina 541): 


GTP + ADP —> GDP + ATP 
AG'° = 0 kJ/mole 


Quindi, il risultato netto dell’attività di entrambi gli isozi- 
mi della succinil-CoA sintetasi è la conservazione dell’ener- 
gia sotto forma di ATP Non vi è variazione di energia libe- 
ra nella reazione della nucleoside difosfato chinasi; ATP e 
GTP sono energeticamente equivalenti. 


@ Ossidazione del succinato a fumarato Il succinato 
formato dal succinil-CoA viene ossidato a fumarato dalla 
flavoproteina succinato deidrogenasi: 


COO 
FAD FADH> H_ _-C00° 
H- 7 —H \ LS î 
hà ° succinato E PASS 
COO- deidrogenasi 00€ H 
Succinato Fumarato 


AG'° = 0 kJ/mole 


Negli eucarioti la succinato deidrogenasi è legata salda- 
mente alla membrana interna dei mitocondri; nei batteri 
è associata alla membrana plasmatica. Lenzima contiene 
tre diversi centri ferro-zolfo e una molecola di FAD le- 
gata covalentemente (vedi la Figura 19.10). Gli elettroni 
estratti dal succinato passano attraverso il FAD e i cen- 
tri ferro-zolfo prima di entrare nella catena di traspor- 
to degli elettroni della membrana mitocondriale inter- 
na (o della membrana plasmatica dei batteri). Il flusso 
di elettroni dal succinato attraverso questi trasportatori 
fino all’accettore finale, l'ossigeno, è accoppiato alla sin- 
tesi di circa 1,5 molecole di ATP per coppia di elettroni 
(fosforilazione legata alla respirazione). Il malonato, un 
analogo del succinato normalmente assente nelle cellu- 
le, è un forte inibitore competitivo della succinato dei- 
drogenasi e quindi, se aggiunto nei mitocondri, blocca il 
ciclo dell’acido citrico. 


Succinato 


@ Idratazione del fumarato a malato L'idratazione re- 
versibile del fumarato a L-malato è catalizzata dalla fuma- 
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rasi (fumarato idratasi). In questa reazione lo stato di 
transizione è un carbanione: 


H_C00°  o4- 
î \ 
=” Cc" 0H 
-00C° 
H 


H 2000. 
Nel 


Cc N fumarasi 


Ò 7 
00C H 


Stato di transizione 
carbanionico 


Fumarato 


-H' 


fumarasi 


un °00 

_ Cc" OH 
00C° 
H 


L-Malato 


AG'° = —3,8 kJ/mole 


L'enzima è altamente stereospecifico e catalizza l’idrata- 
zione del doppio legame trans del fumarato, ma non agi- 
sce sul doppio legame in cis del maleato, l’isomero cis del 
fumarato. Nella direzione inversa (da 1-malato a fumara- 
to), la fumarasi è ugualmente stereospecifica: il p-malato 
non è un substrato dell’enzima. 


Hi 000 _ H\ 600 
C Cc 
I I 
ZA A 
—00C H H COO 7 
Fumarato Malato 
po ai per si 
HO di call | —oH 
a 
COO 7 COO 7 
L-Malato D-Malato 


@ Ossidazione del malato a ossalacetato Nell’ultima 
reazione del ciclo dell’acido citrico l’L-malato deidroge- 
nasi NAD-dipendente catalizza l'ossidazione dell’L-mala- 
to a ossalacetato: 


lai NAD * NADH +H* id 
HO i \ } Os 
\_ / 
CH 2 = n = CH 2 
| È L-malato | 2 
COO deidrogenasi (0(0/0) 
L-Malato Ossalacetato 


AG'° = 29,7 kJ/mole 


Nelle condizioni termodinamiche standard questo equili- 
brio è molto spostato a sinistra. Nelle cellule, invece, l’os- 
salacetato viene rimosso continuamente dalla reazione al- 
tamente esoergonica della citrato sintasi (vedi la tappa @ 
della Figura 16.7), contribuendo a mantenere estrema- 
mente bassa(< 10‘ m) la concentrazione dell’ossalacetato 
e contemporaneamente spingendo la reazione della ma- 
lato deidrogenasi verso la formazione dell’ossalacetato. 
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Anche se le singole reazioni del ciclo dell’acido citri- 
co sono state studiate in vitro usando omogenato di mu- 
scolo, l’intera via e la sua regolazione sono state ampia- 
mente studiate anche in vivo. Usando precursori radioat- 
tivi come il ['*C]piruvato e il [!*C]acetato è possibile rile- 
vare il destino dei singoli atomi di carbonio attraverso il 
ciclo dell’acido citrico. Alcuni fra i primi esperimenti ef- 
fettuati con isotopi condussero a un risultato inaspetta- 
to, che suscitò notevoli controversie riguardo al percorso 
e al meccanismo del ciclo dell’acido citrico. Infatti que- 
sti esperimenti all’inizio sembravano dimostrare che non 
fosse il citrato il primo acido tricarbossilico a essere for- 
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mato. Il Box 16.3 riporta alcuni dettagli di questo episo- 
dio della storia della ricerca sul ciclo dell’acido citrico. Il 
flusso metabolico attraverso il ciclo può ora essere moni- 
torato in tessuti vivi tramite l’uso di precursori marcati 
con !C e la spettroscopia NMR di tessuti integri. Poiché 
il segnale NMR è specifico per i composti che contengo- 
no !*C, è possibile seguire il percorso degli atomi di car- 
bonio in ogni intermedio del ciclo e nei composti deriva- 
ti da questi intermedi. Questa tecnica si è rivelata molto 
promettente per gli studi sulla regolazione del ciclo dell’a- 
cido citrico e sulle sue interconnessioni con altre vie me- 
taboliche, come per esempio la glicolisi. 


Box 16.3._Ilcitrato: una molecola simmetrica che reagisce in modo asimmetrico 


Quando, circa 60 anni fa, divennero disponibili i com- 
posti arricchiti dell’isotopo del carbonio più pesante !5C 
e gli isotopi radioattivi !!C e !4C, essi furono utilizzati 
per identificare le vie seguite dagli atomi di carbonio 
nel ciclo dell’acido citrico. Uno di tali esperimenti dette 
inizio alla controversia sul ruolo del citrato. Lacetato 
marcato nel suo gruppo carbossilico (chiamato [1-!C] 
acetato) fu incubato in condizioni aerobiche con una 
preparazione di tessuto animale. Facetato poteva essere 
convertito enzimaticamente in acetil-CoA dagli enzimi 
del tessuto e quindi si poteva seguire la via percorsa 
dall’atomo di carbonio carbossilico dell’acetato nelle re- 
azioni del ciclo. Dopo l’incubazione l’a-chetoglutarato 
fu isolato dal tessuto, poi fu degradato mediante rea- 
zioni note per conoscere la posizione dell’isotopo del 
carbonio. 

Dalla condensazione dell’ossalacetato non radioattivo 
con l’acetato marcato ci si poteva aspettare di ottenere 
un citrato marcato in uno dei due gruppi carbossilici 
primari. Il citrato è una molecola simmetrica, e i due 
gruppi carbossilici terminali sono chimicamente in- 
distinguibili. Quindi, ci si doveva aspettare che il ci- 
trato radioattivo producesse metà delle molecole di 
a-chetoglutarato marcate nel gruppo carbossilico a e 
l’altra metà marcata nel gruppo carbossilico y: quindi, 
l’a-chetoglutarato isolato dal tessuto sarebbe dovuto 


essere una miscela di due tipi di molecole marcate 
(Figura 1, vie © e @). Al contrario di quanto ipotizzato, 
l’a-chetoglutarato marcato recuperato dal tessuto 
conteneva l’isotopo radioattivo !*C soltanto a livello 
del gruppo carbossilico y (Figura 1, via ©). Allora si 
concluse che il citrato (o un’altra molecola simmetrica) 
non poteva essere un intermedio tra l’acetato e l’a-che- 
toglutarato. Quindi, il prodotto iniziale della condensa- 
zione tra acetato e ossalacetato doveva essere un acido 
tricarbossilico asimmetrico, probabilmente cis-aconitato 
o isocitrato. 

Nel 1948, però, Alexander Ogston stabilì che anche se il 
citrato non possiede centri chirali (vedi la Figura 1.20) 
ha il potenziale per reagire asimmetricamente se un en- 
zima col quale interagisce ha un sito attivo asimmetrico. 
Egli suggerì che il sito attivo dell’aconitasi poteva avere 
tre punti ai quali la molecola di citrato si deve legare 
e che il citrato deve utilizzare questo tipo di legame 
specifico a tre punti. Come si può vedere nella Figura 
2, il legame del citrato con questi tre punti può avvenire 
solo in un modo e ciò può spiegare la formazione di un 
solo tipo di marcatura presente nell’a-chetoglutarato. 
Le molecole organiche come il citrato, che non hanno 
centri chirali ma sono potenzialmente in grado di rea- 
gire asimmetricamente con un sito attivo asimmetrico, 
sono ora chiamate molecole prochirali. 


cHe —!‘C007 Ne — ‘C007 
TS cu-coo — ‘cu, 
cH3— !‘c00 PA i al : 
Acetato marcato CHsy — !*C007 dii HO — CH -C00 O=C—C00 
| 
A > HO—-C—-C00° Si forma solo 
_ questo prodotto. 
O=C—C00° CH, — COO »-g 
Chi — 0007 Citrato marcato (2) CH, — COO° Ki — 6007 
Ossalacetato ii —C0O0 = — gf —C00. 
HO—CH—"*c00” o=C—c00” 


Figura 1 Incorporazione di atomi di carbonio isotopico (°C) 
del gruppo acetilico marcato nell'a-chetoglutarato nel ciclo 
dell'acido citrico. Gli atomi di carbonio dell'unità acetilica che 


entra nel ciclo sono indicati in rosso. 


Isocitrato È 
Era attesa anche la produzione 


di questa seconda forma 
di a-chetoglutarato, ma 
ciò non si è verificato. 


> (segue) 
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Questo legame Questo legame 


non può __ Si posiziona 
posizionarsi i / correttamente 
correttamente C / e si lega. 
n . è 
e quindi i 
Z non si le X Z 
‘ga. Y 7 
ra È i Il sito attivo 
Xe Ì , L' ha punti 
Y di legame 
n complementari. 


Figura 2 Natura prochirale del citrato. (a) Struttura del citrato; (b) rappresentazione 


schematica: X = —0H;Y= —C007; Z= —CH,C00. (c) Accoppiamento 


n 
(e) 
_ 


complementare corretto del citrato al sito attivo dell'aconitasi. C'è soltanto un modo in 


cui i tre gruppi del citrato si possono adattare ai tre siti di legame. Di conseguenza, solo 


uno dei due gruppi —CH,C00° può legarsi all'aconitasi. 


e L'energia delle ossidazioni che avvengono nel ciclo viene 
efficacemente conservata 

Abbiamo descritto un giro completo del ciclo dell’acido 
citrico (Figura 16.14). Nel ciclo è entrato un gruppo aceti- 
lico con due atomi di carbonio, combinandosi con l’ossa- 
lacetato. I due atomi di carbonio sono poi usciti dal ciclo 
sotto forma di due molecole di CO; dall’ossidazione prima 
dell’isocitrato e poi dell’a-chetoglutarato. Lenergia rilascia- 
ta da queste ossidazioni è stata conservata mediante la ri- 
duzione di tre molecole di NAD* e di una di FAD e la pro- 
duzione di una molecola di ATP o di una molecola di GTP. 
Alla fine del ciclo è stata rigenerata una molecola di ossa- 
lacetato. Si noti che i due atomi di carbonio che sono stati 
eliminati sotto forma di CO, non sono gli stessi due atomi 
entrati nel ciclo come gruppo acetilico; sono necessari al- 
tri giri del ciclo perché gli atomi entrati come unità acetili- 


Acetil-CoA 
Citrato 
Ossalacetato Isocitrato 
Cielo CO, NADH 
dell’acido 
Malato citrico 
a-Chetoglutarato 
CO? , 
Fumarato 
FADE, Succinil-CoA 
Succinato 


Figura 16.14 |prodotti di un giro del ciclo dell’acido citrico. In 
ogni giro, il ciclo dell'acido citrico produce tre molecole di NADH e 
una di FADH,, oltre a una molecola di GTP (o di ATP). Le due molecole 
di CO, sono rilasciate nelle due reazioni di decarbossilazione 
ossidativa. In questa figura e nelle altre che incontreremo in seguito, 
le reazioni del ciclo sono indicate come se operassero in una sola 
direzione, ma bisogna tenere presente che molte delle reazioni sono 
in realtà reversibili, come è indicato nella Figura 16.7. 


ca possano uscire sotto forma di CO; (vedi la Figura 16.7). 

Il ciclo dell’acido citrico produce di per sé una sola mo- 
lecola di ATP per giro (nella conversione del succinil-CoA a 
succinato), ma nelle quattro reazioni di ossidazione che av- 
vengono nel ciclo vengono liberati molti elettroni che sono 
poi trasferiti dal NADH e dal FADH,; alla catena respirato- 
ria e determinano la produzione di un gran numero di mo- 
lecole di ATP nella fosforilazione ossidativa. 

Nel Capitolo 14 abbiamo visto che la resa energetica 
della conversione di una molecola di glucosio in due di 
piruvato nella via glicolitica è di 2 molecole di ATP e 2 
di NADH. Nella fosforilazione ossidativa (Capitolo 19), il 
trasferimento di due elettroni dal NADH all’O; porta alla 
formazione di circa 2,5 molecole di ATP, mentre il trasfe- 
rimento di due elettroni dal FADH, all’O, ne forma circa 
1,5. Questa stechiometria ci permette di calcolare il nu- 
mero totale di molecole di ATP derivate dall’ossidazione 
completa del glucosio. Quando le due molecole di piru- 
vato sono ossidate completamente a sei molecole di CO, 
dalle reazioni del complesso della piruvato deidrogenasi 
e del ciclo dell’acido citrico e gli elettroni sono trasferiti 
all’O; dalla catena respiratoria, si ottengono tramite la fo- 
sforilazione ossidativa ben 32 molecole di ATP per mole- 
cola di glucosio (Tabella 16.1). Ciò rappresenta la conser- 
vazione di 32 X 30,5 kJ/mole = 976 kJ/mole, circa il 34% 
della massima quantità teorica di energia (2840 kJ/mole) 
ricavabile dall’ossidazione completa del glucosio. Per que- 
sti calcoli sono state utilizzate le variazioni di energia libe- 
ra standard; quando si correggono i dati usando il valore 
di AG reale necessario per formare ATP nella cellula (ve- 
di l’Esercizio svolto 13.2, pagina 534), l'efficienza del pro- 
cesso si avvicina al 65%. 


e  Perchél'ossidazione dell'acetato è così complicata? 

Questo processo ciclico a otto tappe necessario per ossi- 
dare la semplice unità acetile con due atomi di carbonio 
a CO; può sembrare una complicazione inutile e soprat- 
tutto non in linea con il principio della massima econo- 
mia della logica molecolare delle cellule. La funzione del 
ciclo dell’acido citrico non è però esclusivamente quella 
di ossidare l’acetato; questa via metabolica è il cuore del 
metabolismo intermedio. I prodotti finali a quattro o cin- 
que atomi di carbonio di molti processi catabolici entrano 
nel ciclo e possono servire come sostanze nutrienti. Per 
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M Tabella 16.1 Stechiometria della riduzione dei coenzimi e della formazione di ATP nell’ossidazione aerobica di una molecola 
di glucosio attraverso la glicolisi, la reazione della piruvato deidrogenasi, il ciclo dell'acido citrico e la fosforilazione 


ossidativa 


Numero di molecole di ATP o di 
coenzimi ridotti formati direttamente 


Reazione 

Glucosio + glucosio 6-fosfato 

Fruttosio 6-fosfato + fruttosio1,6-bisfosfato 
2 Gliceraldeide 3-fosfato + 2 1,3-bisfosfoglicerato 
2 1,3-bisfosfoglicerato + 2 3-fosfoglicerato 
2 Fosfoenolpiruvato + 2 piruvato 

2 Piruvato + 2 acetil-CoA 

2 Isocitrato + 2 a-chetoglutarato 

2 a-Chetoglutarato + 2 succinil-CoA 

2 Succinil-CoA + 2 succinato 

2 Succinato + 2 fumarato 

2 Malato + 2 ossalacetato 

Totale 


Numero di molecole di ATP 
formate complessivamente * 


—1ATP -1 
—1ATP -1 
2 NADH 305° 
2 ATP 2 
2 ATP 2 
2 NADH 5 
2 NADH 5 
2 NADH 5 
2 ATP (02 GTP) 2 
2FADH, 3 
2 NADH 5 
30-32 


*I valori sono stati calcolati considerando una resa di 2,5 molecole di ATP per molecola di NADH e di 1,5 per molecola di FADH;. I valori negativi stanno a indi- 


care un consumo di ATP. 


* Questo valore può essere 3 o 5 a seconda del meccanismo usato per trasportare gli equivalenti di NADH dal citosol alla matrice mitocondriale; vedi le Figure 19.30 e 19.31. 


esempio, l’ossalacetato e l’a-chetoglutarato si formano 
rispettivamente dall’aspartato e dal glutammato quando 
vengono degradate le proteine introdotte nell'organismo 
con la dieta. In alcune situazioni, dal ciclo possono esse- 
re prelevati intermedi da usare come precursori in varie 
vie biosintetiche. 

Il ciclo dell'acido citrico, come tutte le altre vie metabo- 
liche, è un prodotto dell’evoluzione, la maggior parte del- 
la quale è avvenuta prima della comparsa degli organismi 


Acetil-CoA 
PEP 
O) 
piruvato 
CO9 
Ossalacetato Citrato 
Isocitrato 
Malato \ 
\ a-Chetoglutarato 
Fumarato J 
Prodotti 
Succinato biosintetici 
(amminoacidi, 
Succinil-CoA "® nucleotidi, 
eme, ecc.) 


Figura 16.15 Precursori biosintetici prodotti nei batteri 
anaerobici da un ciclo dell'acido citrico incompleto. Questi 
microrganismi sono privi dell’a-chetoglutarato deidrogenasi e quindi 
non sono in grado di compiere un giro completo del ciclo dell'acido 
citrico. L'a-chetoglutarato e il succinil-CoA sono precursori di varie 
reazioni biosintetiche. La direzione “normale” di queste reazioni del 
ciclo dell'acido citrico è mostrata nella Figura 16.14. 


aerobici. Questa non rappresenta necessariamente la via 
più breve per passare dall’acetato alla CO;, ma è la via che 
ha conferito al suo possessore il più grande vantaggio du- 
rante l’evoluzione. Molto probabilmente i primi organismi 
anaerobici usavano alcune delle reazioni del ciclo dell’a- 
cido citrico in processi biosintetici lineari. Infatti vi sono 
microrganismi anaerobici attuali in cui un ciclo dell’acido 
citrico incompleto serve come fonte non di energia, ma 
di precursori biosintetici (Figura 16.15). Questi organismi 
usano le prime tre reazioni del ciclo dell’acido citrico per 
produrre a-chetoglutarato, ma non possiedono l’a-cheto- 
glutarato deidrogenasi, e quindi non possono completare 
il ciclo. Essi possiedono i quattro enzimi che catalizzano 
la conversione reversibile dell’ossalacetato in succinil-CoA 
e possono produrre malato, fumarato, succinato e succi- 
nil-CoA da ossalacetato, seguendo la direzione opposta ri- 
spetto alla direzione “normale” (ossidativa) del flusso di 
materiali attraverso il ciclo dell’acido citrico. Il processo 
catalizzato da questi quattro enzimi è una fermentazio- 
ne; infatti il NADH prodotto dall’ossidazione dell’isocitra- 
to viene utilizzato nella reazione di riduzione dell’ossala- 
cetato a succinato. 

Quando l’evoluzione dei cianobatteri ha portato alla 
formazione di ossigeno dall’acqua, l'atmosfera terrestre è 
divenuta aerobica e si è generata una pressione selettiva 
sugli organismi allora presenti che ha portato a sviluppare 
un metabolismo aerobico che è, come abbiamo visto, mol- 
to più efficiente della fermentazione anaerobica. 


e |componentidelciclo dell'acido citrico sono importanti 
intermedi biosintetici 

Negli organismi aerobici, il ciclo dell’acido citrico è una 
via anfibolica, serve cioè sia ai processi anabolici sia a 
quelli catabolici. Non soltanto agisce nel catabolismo os- 
sidativo dei carboidrati, degli acidi grassi e degli ammi- 
noacidi, ma produce anche precursori per molte vie bio- 
sintetiche (Figura 16.16), come negli anaerobi primitivi. 
Per esempio l’a-chetoglutarato e l’ossalacetato vengono 
sottratti al ciclo dell’acido citrico per essere utilizzati co- 


© 978-88-08-26148-9 


Glucosio 
piruvato 
carbossilasi 
PEP carbossichinasi 
Fosfoenolpiruvato pren Ossalacetato 
(PEP) PEP 
carbossilasi 
- Aspartato Malato 
Serina 
A Asparagina | 
Glicina enzima 
TRES malico 
Cisteina 
Fenilalanina Pirimidine : 
Piruvato 
Tirosina 
Triptofano 


Figura 16.16 Ruolo del ciclo dell'acido citrico nell’anabolismo. 
Gli intermedi del ciclo dell'acido citrico vengono rimossi per essere 
utilizzati come precursori in molte vie biosintetiche. Sono indicate 


me precursori degli amminoacidi aspartato e glutamma- 
to mediante una semplice transamminazione (Capitolo 
22). Attraverso l’aspartato e il glutammato, gli atomi di 
carbonio dell’ossalacetato e dell’a-chetoglutarato vengo- 
no impiegati per costruire altri amminoacidi, come pu- 
re i nucleotidi purinici e pirimidinici. Lossalacetato vie- 
ne convertito in glucosio nel processo della gluconeoge- 
nesi (vedi la Figura 15.13). Il succinil-CoA è un interme- 
dio fondamentale nella sintesi dell'anello porfirinico del 
gruppo eme, il gruppo prostetico che trasporta l’ossigeno 
nella mioglobina e nell’emoglobina, ed elettroni nei cito- 
cromi (vedi la Figura 22.25). Il citrato rilasciato da alcu- 
ni microrganismi è utilizzato per diversi scopi industriali. 


e Levie anaplerotiche riforniscono di intermedi il ciclo 
dell'acido citrico 
Quando al ciclo dell’acido citrico vengono sottratti inter- 
medi da utilizzare come precursori in altre vie, essi posso- 
no essere rimpiazzati mediante reazioni anaplerotiche 
(Figura 16.16 e Tabella 16.2). In condizioni normali esiste 
un equilibrio dinamico tra le reazioni che rimuovono inter- 
medi dal ciclo e quelle che invece lo riforniscono; quindi 
la concentrazione di questi intermedi resta quasi costante. 
La Tabella 16.2 mostra le più comuni reazioni anaplero- 
tiche che avvengono in vari tessuti e organismi, e che con- 
vertono il piruvato o il fosfoenolpiruvato in ossalacetato o 
malato. La più importante reazione anaplerotica che avvie- 
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in rosso quattro reazioni anaplerotiche che riforniscono il ciclo degli 
intermedi sottratti (vedi la Tabella 16.2). 


ne nel rene e nel fegato dei mammiferi è la carbossilazione 
reversibile del piruvato da parte della CO; per formare os- 
salacetato, reazione catalizzata dalla piruvato carbossilasi. 
Quando il ciclo dell’acido citrico è povero di ossalacetato o 
di qualsiasi altro intermedio, il piruvato viene carbossilato 
a ossalacetato. L'aggiunta enzimatica di un gruppo carbos- 
silico alla molecola del piruvato richiede energia, che vie- 
ne fornita dall’ATP; l’energia libera necessaria a legare un 
gruppo carbossilico al piruvato è quasi uguale all’energia 
libera ricavabile dal’ATP. 

La piruvato carbossilasi è un enzima regolatore ed è 
praticamente inattiva in assenza di acetil-CoA, il suo mo- 
dulatore allosterico positivo. Ogni qualvolta l’acetil-CoA, 
cioè il combustibile del ciclo dell’acido citrico, è presen- 
te in eccesso, esso stimola la reazione della piruvato car- 
bossilasi a produrre più ossalacetato, consentendo quindi 
al ciclo di utilizzare più unità di acetil-CoA nella reazione 
della citrato sintasi. 

Le altre reazioni anaplerotiche mostrate nella Tabel- 
la 16.2 sono regolate in modo da mantenere le concentra- 
zioni degli intermedi del ciclo sufficientemente elevate da 
consentire una velocità del ciclo compatibile con le neces- 
sità della cellula. La fosfoenolpiruvato (PEP) carbossilasi, 
per esempio, viene attivata dall’intermedio glicolitico frut- 
tosio 1,6-bisfosfato, il cui livello tende ad aumentare quan- 
do il ciclo dell’acido citrico opera a una velocità troppo bas- 
sa e non utilizza tutto il piruvato prodotto dalla glicolisi. 
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M Tabella 16.2 Reazioni anaplerotiche 


Reazione 


Tessuto(i)/organismo(i) 


piruvato carbossilasi 


Piruvato + HCO; + ATP 


ossalacetato + ADP + P; 


Fegato, rene 


PEP carbossichinasi 


Fosfoenolpiruvato 


CO; + GDP => ossalacetato + GTP 


PEP carbossilasi 


Fosfoenolpiruvato 


Piruvato + HCO; + NAD(P)H 


HCO; > ossalacetato + P; 


enzima malico 
ZI 


malato + NAD(P)* 


Cuore, muscolo scheletrico 
Piante superiori, lievito, batteri 


Largamente distribuito in eucarioti e procarioti 
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e Labiotina nella piruvato carbossilasi trasporta C0, 

La reazione della piruvato carbossilasi richiede la vitami- 
na biotina (Figura 16.17) come gruppo prostetico dell’en- 
zima. La biotina ha un ruolo fondamentale in molte rea- 
zioni. Questa vitamina è un trasportatore specializzato di 
gruppi a un atomo di carbonio nella loro forma più ossi- 
data: CO. (Il trasferimento di unità monocarboniose in 
forma più ridotta è mediato da altri cofattori, soprattut- 
to tetraidrofolato ed S-adenosilmetionina, come vedremo 
nel Capitolo 18.) I gruppi carbossilici sono attivati in una 
reazione che idrolizza ATP e lega CO; alla biotina legata 
all’enzima. Questa CO; “attivata” viene quindi donata a 
un accettore (in questo caso il piruvato), in una reazione 
di carbossilazione. 

La piruvato carbossilasi è composta da quattro sub- 
unità identiche, contenenti ciascuna una molecola di bio- 
tina legata covalentemente mediante un legame ammidi- 
co con il gruppo amminico e di uno specifico residuo di 
Lys nel sito attivo dell’enzima. La carbossilazione del pi- 
ruvato procede in due fasi (Figura 16.17): prima il gruppo 
carbossilico derivato dall’HCO; viene legato alla biotina e 
poi viene trasferito al piruvato per formare ossalacetato. 
Queste due tappe avvengono sui siti attivi separati; il brac- 
cio lungo e flessibile della biotina consente il trasferimen- 
to del gruppo carbossilico attivato dal primo sito attivo (su 
un monomero del tetramero) al secondo (sul monomero 
adiacente), un processo simile a quello in cui è coinvolto 
il braccio lipoil-lisilico dell’E, nel complesso della piruva- 
to deidrogenasi (Figura 16.6) e a quello del braccio lun- 
go della frazione simil-CoA della proteina trasportatrice 
del gruppo acilico, coinvolta nella sintesi degli acidi grassi 
(vedi la Figura 21.5); questi bracci sono messi a confronto 
nella Figura 16.18. Lipoato, biotina e pantotenato entrano 
nelle cellule attraverso lo stesso trasportatore; tutti si lega- 
no covalentemente alle proteine con reazioni simili e tutti 
generano un braccio flessibile che consente agli interme- 
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di delle reazioni di muoversi da un sito attivo a un altro in 
un complesso enzimatico, senza la necessità di dissociar- 
si: tutti partecipano così all'incanalamento dei substrati. 
La biotina è una vitamina che deve essere presente 
nella dieta dell’uomo; si trova in molti cibi e viene anche 
sintetizzata dai batteri intestinali. Malattie da carenza di 
biotina sono rare e in genere si osservano soltanto quando 
vengono ingerite grandi quantità di uova crude. Il bianco 
d’uovo contiene una grande quantità della proteina avi- 
dina (M, 70000) che si lega molto saldamente alla biotina 
e impedisce il suo assorbimento nell'intestino. Nel bianco 
d’uovo l’avidina può rappresentare un meccanismo di dife- 
sa per l'eventuale embrione di pollo poiché inibisce la cre- 
scita dei batteri. Quando le uova vengono cotte, l’avidina si 
denatura (e viene quindi inattivata) come tutte le altre pro- 
teine dell'uovo. Lavidina purificata è un utile reagente in 
biochimica e biologia cellulare. Una proteina con la biotina 
legata covalentemente (ottenuta sperimentalmente o pro- 
dotta in vivo) può essere purificata tramite cromatografia 
per affinità (vedi la Figura 3.17c) sfruttando l'elevata affi- 
nità della biotina per l’avidina. La proteina viene poi elui- 
ta dalla colonna cromatografica con un eccesso di biotina 
libera. Laltissima affinità della biotina per l’avidina viene 
anche utilizzata in laboratorio sotto forma di collante mole- 
colare in grado di unire due strutture (vedi la Figura 19.27). 


SOMMARIO 16.2 
Reazioni del ciclo dell'acido citrico 

e Il ciclo dell’acido citrico (ciclo di Krebs, ciclo TCA) è 
una via catabolica centrale, praticamente universale, 
nella quale i composti derivati dalla demolizione di 
carboidrati, grassi e proteine vengono ossidati a CO; 
con il temporaneo accumulo dell’energia nei trasporta- 
tori di elettroni FADH; e NADH. Nel metabolismo ae- 
robico questi elettroni sono trasferiti all'O; e l'energia 
del flusso di elettroni immagazzinata come ATP 

e Lacetil-CoA entra nel ciclo dell’acido citrico (nei mito- 
condri degli eucarioti, nel citosol dei batteri) dopo che 
la citrato sintasi ha catalizzato la sua condensazione 
con l’ossalacetato per formare citrato. 

e Nel ciclo dell’acido citrico, il citrato viene convertito in 
ossalacetato mediante sette reazioni sequenziali, di cui 
due di decarbossilazione, e sono rilasciate due moleco- 
le di CO.. La via è ciclica in quanto gli intermedi non 
vengono consumati; inoltre, per ogni molecola di ossa- 
lacetato consumata viene prodotta un’altra molecola 
di ossalacetato. 

e Per ogni molecola di acetil-CoA ossidata dal ciclo 
dell’acido citrico si ha un guadagno di energia corri- 
spondente a tre molecole di NADH, una di FADH; e 
una molecola di nucleoside trifosfato (ATP o GTP). 


Figura 16.18 Bracci biologici. | cofattori lipoato, 
biotina e la combinazione di B-mercaptoetilammina 

e pantotenato formano, negli enzimi a cui sono legati 
covalentemente, un braccio lungo e flessibile che sposta 
i prodotti intermedi da un sito attivo al successivo. Il 
gruppo evidenziato in rosa in ciascun caso corrisponde al 
gruppo funzionale a cui si lega l’intermedio. 
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e Oltre all’acetil-CoA, il ciclo dell’acido citrico può ossi- 
dare qualsiasi composto che possa essere convertito 
in un intermedio del ciclo a quattro o cinque atomi di 
carbonio, per esempio i prodotti della demolizione di 
molti amminoacidi. 

e Il ciclo dell’acido citrico è anfibolico, avendo funzioni 
sia cataboliche, sia anaboliche; gli intermedi del ciclo 
possono essere utilizzati come materiali di partenza 
per ottenere diversi prodotti biosintetici. 

e Quando alcuni intermedi vengono sottratti al ciclo 
dell’acido citrico per essere utilizzati in altre vie, essi 
sono rimpiazzati attraverso le reazioni anaplerotiche 
che forniscono composti a quattro atomi di carbonio 
con la carbossilazione di composti a tre atomi di carbo- 
nio; queste reazioni sono catalizzate dalla piruvato car- 
bossilasi, dalla PEP carbossichinasi, dalla PEP carbos- 
silasi e dall’enzima malico. Gli enzimi che catalizzano 
la carbossilazione solitamente utilizzano la biotina per 
attivare la CO; e trasferirla ad accettori come il piruva- 
to o il fosfoenolpiruvato. 


Regolazione del ciclo dell'acido citrico 


La regolazione degli enzimi di comando delle vie metabo- 
liche tramite effettori allosterici e modificazioni covalen- 
ti, come abbiamo visto nel Capitolo 15, assicura la produ- 
zione di intermedi e di prodotti alla velocità necessaria a 
mantenere nella cellula uno stato stazionario ed evitare 
l'inutile sovrapproduzione di composti non immediata- 
mente utili. Il flusso degli atomi di carbonio dal piruvato 
al ciclo dell’acido citrico è sotto stretta regolazione a due 
livelli: la conversione del piruvato in acetil-CoA, il mate- 
riale di partenza del ciclo (la reazione del complesso del- 
la piruvato deidrogenasi), e l'ingresso dell’acetil-CoA nel 
ciclo (la reazione della citrato sintasi). Dato che il piruva- 
to non è l’unica fonte di acetil-CoA (la maggior parte del- 
le cellule ottiene acetil-CoA anche dall’ossidazione degli 
acidi grassi e di alcuni amminoacidi), la disponibilità di in- 
termedi da queste vie alternative diventa importante nella 
regolazione dell’ossidazione del piruvato e del ciclo stes- 
so. Il ciclo dell’acido citrico viene regolato anche a livello 
delle reazioni della isocitrato deidrogenasi e dell’a-cheto- 
glutarato deidrogenasi. 


e La produzione di acetil-CoA da parte del complesso 

della piruvato deidrogenasi è regolata da meccanismi 

sia allosterici che covalenti 
Il complesso della piruvato deidrogenasi nei mammiferi è 
fortemente inibito dall’ATP, dall’acetil-CoA e dal NADH, i 
prodotti della reazione da esso catalizzata (Figura 16.19). 
L’inibizione allosterica dell’ossidazione del piruvato vie- 
ne aumentata dalla presenza di acidi grassi a catena lun- 
ga. AMB CoA e NADÈ, tutti composti la cui concentrazio- 
ne tende ad aumentare quando il flusso di unità acetili- 
che all’interno del ciclo dell’acido citrico è troppo basso, 
attivano allostericamente il complesso della piruvato dei- 
drogenasi. Questa attività enzimatica viene spenta quan- 
do sono disponibili grandi quantità di combustibili sotto 
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forma di acidi grassi o di acetil-CoA e quando i rapporti 
[ATP]/[ADP] e [NADH]/[NAD*] sono elevati nella cellu- 
la; il complesso diventa invece attivo quando la domanda 
energetica aumenta ed è necessario incrementare il flusso 
di unità di acetil-CoA nel ciclo dell’acido citrico. 

Nel complesso della piruvato deidrogenasi dei mam- 
miferi a questi meccanismi di regolazione allosterica si ag- 
giunge un secondo livello di regolazione mediante modi- 
ficazione covalente. Il complesso enzimatico viene inibito 
dalla fosforilazione reversibile di uno specifico residuo di 
Ser, su una delle due subunità di Ej. Come abbiamo detto 
in precedenza, oltre ai tre enzimi E, E ed E;, il complesso 
della piruvato deidrogenasi contiene due proteine regola- 
trici la cui sola funzione è quella di modulare l’attività del 
complesso. Una specifica proteina chinasi fosforila e inat- 
tiva l'enzima E}, e una specifica fosfoproteina fosfatasi ri- 
muove il gruppo fosforico da E;, attivandolo. La chinasi è 
attivata allostericamente da ATP: quando i livelli di ATP 
sono elevati (e quindi vi è energia a sufficienza) il comples- 
so della piruvato deidrogenasi viene inattivato per fosfori- 
lazione di E; quando i livelli di ATP diminuiscono, l’atti- 
vità della chinasi si spegne e la fosfatasi rimuove i gruppi 
fosforici da E, riattivando il complesso. 

Il complesso della piruvato deidrogenasi delle piante 
si trova nella matrice mitocondriale e nei plastidi e viene 
inibito dai suoi prodotti, NADH e acetil-CoA. Anche l’en- 
zima dei mitocondri delle piante è regolato da un proces- 
so di fosforilazione-defosforilazione reversibile; il piruva- 
to inibisce la chinasi attivando il complesso della PDH; lo 
ione NHj stimola invece la chinasi, causando l’inattivazio- 
ne del complesso. Il complesso della piruvato deidrogena- 
si di E. coli è controllato allostericamente in modo simile 
all’enzima dei mammiferi, ma non sembra essere modu- 
lato attraverso la fosforilazione. 


e  Ilciclo dell'acido citrico è regolato a livello delle sue tre 
tappe esoergoniche 

Il flusso dei metaboliti attraverso il ciclo dell’acido citrico 
è finemente controllato. La velocità del flusso attraverso 
il ciclo è regolata da tre fattori: la disponibilità di substra- 
to, l’inibizione da accumulo di prodotti e l’inibizione allo- 
sterica retroattiva (a feedback) degli enzimi che catalizza- 
no le prime tappe del ciclo. 

Vi sono tre tappe fortemente esoergoniche nel ciclo: 
quelle catalizzate dalla citrato sintasi, dall’isocitrato dei- 
drogenasi e dall’a-chetoglutarato deidrogenasi (Figura 
16.19). Ognuna di queste reazioni può divenire la tappa 
che, in particolari circostanze, regola la velocità. La dispo- 
nibilità dei substrati per la citrato sintasi (acetil-CoA e os- 
salacetato) varia a seconda dello stato metabolico della cel- 
lula e in alcuni casi può limitare la velocità di formazione 
del citrato. Il NADH, un prodotto dell’ossidazione dell’iso- 
citrato e dell’a-chetoglutarato, può accumularsi e, quando 
il rapporto [NADH]/[NAD*] tende ad aumentare, entram- 
be le reazioni deidrogenasiche sono fortemente inibite per 
azione di massa. La reazione della malato deidrogenasi è 
praticamente in equilibrio all’interno della cellula (cioè è 
controllata dal substrato), e quando il rapporto [NADH]/ 
[NAD'] è elevato la concentrazione di ossalacetato dimi- 
nuisce, limitando la velocità della prima tappa del ciclo. 
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Un accumulo dei prodotti inibisce tutte e tre le tappe limi- 
tanti del ciclo: il succinil-CoA inibisce l’a-chetoglutarato 
deidrogenasi (e anche la citrato sintasi), il citrato blocca la 
citrato sintasi e il prodotto finale, l’ATP inibisce sia la ci- 
trato sintasi, sia l’isocitrato deidrogenasi. inibizione del- 
la citrato sintasi da parte dell’ATP viene rimossa dall’ADP, 
un attivatore allosterico di questo enzima. Gli ioni Ca°*, 
che nel muscolo dei vertebrati sono il segnale per la con- 
trazione e per una concomitante richiesta di ATP, attivano 
sia l’isocitrato deidrogenasi sia l’a-chetoglutarato deidro- 
genasi, oltre al complesso della piruvato deidrogenasi; in 
sostanza, le concentrazioni dei substrati e degli intermedi 
del ciclo dell'acido citrico sono in grado di regolare il flus- 
so attraverso la via in modo da avere la concentrazione ot- 
timale di ATP e di NADH. 

In condizioni normali la velocità della glicolisi e quella 
del ciclo dell’acido citrico sono coordinate in modo che la 
quantità di glucosio metabolizzato a piruvato corrispon- 
da a quella che il ciclo dell’acido citrico può utilizzare sot- 
to forma di acetil-CoA. Normalmente, piruvato, lattato e 
acetil-CoA sono mantenuti a concentrazioni stazionarie. 
La velocità della glicolisi viene quindi adeguata a quella 
del ciclo dell’acido citrico non soltanto dai livelli di ATP 
e di NADH, un processo sfruttato sia nella fase glicoliti- 
ca sia nella fase respiratoria dell’ossidazione del glucosio, 
ma anche dalle concentrazioni di citrato. Il prodotto della 
prima tappa del ciclo, il citrato, è anche un inibitore allo- 
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Figura 16.19 Regolazione del flusso di 
metaboliti che parte dal complesso della 
piruvato deidrogenasi nel ciclo dell'acido 
citrico nei mammiferi. Il complesso della piruvato 
deidrogenasi è inibito allostericamente quando 

i rapporti [ATP]/[ADP], [NADH]/[NAD'*] e [acetil- 
CoA]/[CoA] sono elevati, indicando un sufficiente 
stato energetico della cellula. Quando i rapporti 
diminuiscono, si ha l'attivazione allosterica 
dell'ossidazione del piruvato. La velocità del flusso 
attraverso il ciclo dell'acido citrico può essere 
limitata dalla disponibilità dei substrati per la 
citrato sintasi, ossalacetato e acetil-CoA, di NAD*, 
che viene a mancare in quanto è convertito in 
NADH, rallentando le tre tappe ossidative di cui 

è il cofattore. L'inibizione a feedback esercitata 
dal succinil-CoA, dal citrato e dall'ATP rallenta le 
prime tappe del ciclo. Nel muscolo, il Ca?* segnala 
la contrazione e, come qui mostrato, stimola 

il metabolismo di produzione dell'energia a 
rimpiazzare l’ATP consumato nella contrazione. 


sterico della fosfofruttochinasi-1 della via glicolitica (vedi 
la Figura 15.16). 


e Nelciclo dell'acido citrico vi può essere l’incanalamento 

dei substrati attraverso complessi multienzimatici 
Gli enzimi del ciclo dell’acido citrico vengono solitamen- 
te descritti come componenti solubili della matrice mito- 
condriale (a eccezione della succinato deidrogenasi, che è 
legata alla membrana), ma un numero sempre crescente 
di evidenze sperimentali indica che nel mitocondrio que- 
sti enzimi sono presenti sotto forma di complessi multien- 
zimatici. Lapproccio classico dell’enzimologia - purifica- 
zione di singole proteine da estratti di cellule - è stato uti- 
lizzato con grande successo anche per gli enzimi del ciclo 
dell’acido citrico. Però, il primo inconveniente che deri- 
va dalla rottura delle cellule è dovuto alla perdita dell’al- 
to grado di organizzazione esistente all’interno della cel- 
lula intatta, l’interazione reversibile non covalente di una 
proteina con un’altra, oppure l’interazione di un enzima 
con qualche componente strutturale come la membrana, 
i microtubuli o i microfilamenti. Quando le cellule vengo- 
no rotte il loro contenuto, compresi gli enzimi, viene di- 
luito 100 o 1000 volte (Figura 16.20). 

Alcuni risultati sperimentali suggeriscono che nelle 
cellule i complessi multienzimatici assicurano un efficien- 
te passaggio dei prodotti di una reazione enzimatica al suc- 
cessivo enzima presente nella via. Tali complessi prendo- 
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Nell’estratto di cellule lisate, 

la diluizione nel tampone riduce 
la concentrazione degli enzimi 
1,23 favorendo la loro 
dissociazione. 


Nel citosol, 

l’alta concentrazione 
degli enzimi 1, 2 e 3 
favorisce la loro 


associazione. 


Figura 16.20 La diluizione di una soluzione contenente un 
complesso proteico legato in modo non covalente - come quello 
costituito da tre enzimi (mostrati nella figura in rosso, in blue in 
verde) - favorisce la dissociazione nei suoi costituenti. 


no il nome di metaboloni. Alcuni enzimi del ciclo dell’a- 
cido citrico sono stati isolati insieme sotto forma di aggre- 
gati sopramolecolari, oppure sono stati trovati associati al- 
la membrana mitocondriale interna, o ancora hanno mo- 
strato di diffondere nella matrice mitocondriale più len- 
tamente delle singole proteine in soluzione. Molti indizi 
fanno pensare che l’incanalamento dei substrati attraver- 
so complessi multienzimatici sia operante anche in altre 
vie metaboliche e che molti enzimi, al momento ritenuti 
“solubili”, probabilmente formino nella cellula comples- 
si altamente organizzati che funzionano attraverso l’inca- 
nalamento degli intermedi. Incontreremo altri esempi di 
questo processo nella biosintesi degli amminoacidi e dei 
nucleotidi nel Capitolo 22. 


e Alcune mutazioni negli enzimi del ciclo dell'acido citrico 
possono causare il cancro 

Quando i meccanismi di regolazione di una via 

metabolica come il ciclo dell’acido citrico vengo- 

no alterati da una forte perturbazione metaboli- 
ca, il risultato può essere una grave malattia. Le mutazio- 
ni degli enzimi del ciclo dell’acido citrico sono molto rare 
nell’uomo e negli altri animali, ma quando si verificano 
sono devastanti. I difetti genetici del gene della fumarasi 
causano tumori nella muscolatura liscia (leiomi) e dei re- 
ni; mutazioni della succinato deidrogenasi causano tumo- 
ri delle ghiandole surrenali (feocromocitomi). Nelle cellu- 
le coltivate che hanno queste mutazioni si accumula fu- 
marato (nel caso di mutazioni della fumarasi) e, in minor 
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misura, succinato nel caso di mutazioni della succinato 
deidrogenasi. Laumento di questi metaboliti induce la pro- 
duzione del fattore di trascrizione indotto dall’ipossia 
HIF-1a (vedi il Box 14.1). Il meccanismo della formazione 
dei tumori potrebbe essere quello derivato da uno stato 
pseudoipossico. Nelle cellule con queste mutazioni si ve- 
rifica una regolazione a monte dei geni normalmente re- 
golati dell’HIF-1a. Gli effetti delle mutazioni dei geni del- 
la fumarasi e della deidrogenasi ci permettono di definire 
tali geni come soppressori tumorali (pagina 503). 

Un altro nesso degno di nota tra gli intermedi del ciclo 
dell’acido citrico e il cancro consiste nel fatto che in molti 
tumori delle cellule gliali (gliomi), l’isocitrato deidrogena- 
si dipendente dal NADPH ha un insolito difetto genetico. 
Penzima mutante perde la sua normale attività enzimati- 
ca (che consiste nel convertire l’isocitrato in a-chetogluta- 
rato), ma acquisisce una nuova attività enzimatica: conver- 
te l’a-chetoglutarato in 2-idrossiglutarato (Figura 16.21), 
che si accumula all’interno delle cellule tumorali. a-che- 
toglutarato e il Fe** sono cofattori essenziali per una fami- 
glia di demetilasi istoniche che modificano l’espressione 
genica rimuovendo i gruppi metilici dai residui di Arg e di 
Lys negli istoni che organizzano il DNA nucleare. Compe- 
tendo con l’a-chetoglutarato per il legame delle demetila- 
si istoniche, il 2-idrossiglutarato ne inibisce l’attività. Lini- 
bizione delle demetilasi istoniche, a sua volta, interferisce 
con la normale regolazione genica portando a una crescita 
illimitata delle cellule gliali. O 
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Figura 16.21 L'isocitrato deidrogenasi mutata acquisisce una 
nuova attività enzimatica. L'isocitrato deidrogenasi normale (non 
mutata) catalizza la conversione dell'isocitrato in a-chetoglutarato. Le 
mutazioni a carico del sito di legame dell'isocitrato che ne alterano le 
proprietà, però, causano la perdita della normale attività enzimatica 

e fanno acquisire all'enzima una nuova attività catalitica: la capacità 
di convertire l'a-chetoglutarato in 2-idrossiglutarato. l'accumulo 

di questo prodotto inibisce le demetilasi istoniche, modificando la 
normale regolazione genica e portando allo sviluppo di tumori delle 
cellule gliali (gliomi) nel cervello. 
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SOMMARIO 16.3 
Regolazione del ciclo dell'acido citrico 

* La velocità del ciclo dell’acido citrico è controllata dalla 
velocità di conversione del piruvato in acetil-CoA, e dal 
flusso attraverso la citrato sintasi, la isocitrato deidro- 
genasi e l’a-chetoglutarato deidrogenasi. Il flusso attra- 
verso questi enzimi è in larga misura determinato dalle 
concentrazioni dei substrati e dei prodotti: i prodot- 
ti terminali ATP e NADH sono inibitori, e i substrati 
NAD® e ADP sono attivatori. 

e La produzione di acetil-CoA per rifornire il ciclo, cata- 
lizzata dalla piruvato deidrogenasi, è inibita allosteri- 
camente dai metaboliti che segnalano una sufficiente 
disponibilità di energia metabolica (ATP, acetil-CoA, 
NADH e acidi grassi); il processo è invece attivato dai 
metaboliti che segnalano una ridotta disponibilità 
energetica (AMP, NAD*, CoA). 

e Complessi formati da proteine enzimatiche, che cata- 
lizzano reazioni successive di una via metabolica, per- 
mettono l’incanalamento dei substrati. 


Il ciclo del gliossilato 


I vertebrati non possono convertire gli acidi grassi, o l’ace- 
tato prodotto da questi ultimi, in carboidrati. La conversio- 
ne del fosfoenolpiruvato in piruvato (pagina 570) e quella 
del piruvato in acetil-CoA (vedi la Figura 16.2) sono rea- 
zioni così esoergoniche da essere in pratica irreversibili. 
Se una cellula non può convertire l’acetato in fosfoenolpi- 
ruvato, l’acetato non può essere utilizzato come materiale 
di partenza della via gluconeogenica che dal fosfoenolpi- 
ruvato produce glucosio (vedi la Figura 15.13). Senza que- 
sta possibilità una cellula o un organismo non è in grado di 
convertire in carboidrati le sostanze nutrienti (acidi grassi 
e alcuni amminoacidi) che sono state degradate ad acetato. 

Come abbiamo già visto, attraverso le reazioni anaple- 
rotiche (Tabella 16.2), il fosfoenolpiruvato può essere sin- 
tetizzato dall’ossalacetato in una tappa reversibile cataliz- 
zata dalla PEP carbossichinasi: 


Ossalacetato + GTP == fosfoenolpiruvato + CO, + GDP 


Dato che gli atomi di carbonio della molecola di acetato 
che entra nel ciclo dell’acido citrico compaiono dopo otto 
reazioni nell’ossalacetato, si potrebbe pensare che il ciclo 
produca ossalacetato dall’acetato per poi generare fosfoe- 
nolpiruvato da inviare alla via gluconeogenica. Un esame 
della stechiometria del ciclo ha però rivelato che non si 
tratta di conversione netta di acetato in ossalacetato attra- 
verso il ciclo; nei vertebrati per ogni coppia di atomi di car- 
bonio che entrano nel ciclo sotto forma di acetil-CoA, due 
atomi di carbonio vengono eliminati sotto forma di CO;. 
A esclusione dei vertebrati, molti organismi convertono 
l’acetato in carboidrati attraverso il ciclo del gliossilato. 


e  Ilciclo del gliossilato produce composti a quattro atomi 

di carbonio a partire da acetato 
Nelle piante, in alcuni invertebrati e microrganismi, co- 
me E. coli e il lievito, l’acetato può servire sia come fon- 
te di energia sia come precursore del fosfoenolpiruvato 
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per la sintesi dei carboidrati. Questi organismi possiedo- 
no una via metabolica, il ciclo del gliossilato, che con- 
sente una conversione netta dell’acetato in succinato o in 
altri intermedi del ciclo dell'acido citrico a quattro atomi 
di carbonio: 


2 acetil-CoA + NAD* +2H,0— 
succinato + 2 CoA + NADH + H* 


Nel ciclo del gliossilato, l’acetil-CoA si condensa con l’ossa- 
lacetato per formare citrato, che viene convertito in isoci- 
trato esattamente come nel ciclo dell’acido citrico. La tap- 
pa successiva però non è la degradazione dell’isocitrato 
attraverso la reazione della isocitrato deidrogenasi, ma la 
scissione dell’isocitrato, catalizzata dall’enzima isocitra- 
to liasi, per formare succinato e gliossilato. Questo com- 
posto si condensa con una seconda molecola di acetil-CoA 
formando malato in una reazione catalizzata dalla mala- 
to sintasi. Il malato viene successivamente ossidato a os- 
salacetato, che può condensarsi con un’altra molecola di 
acetil-CoA e iniziare un altro giro del ciclo (Figura 16.22). 
Quindi, due molecole di acetil-CoA vengono usate in ogni 
giro del ciclo del gliossilato con la concomitante produ- 
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Figura 16.22 Il ciclo del gliossilato. La citrato sintasi, l'aconitasi e 
la malato deidrogenasi sono isozimi degli enzimi del ciclo dell'acido 
citrico; l'isocitrato liasi e la malato sintasi sono enzimi propri del 
ciclo del gliossilato. Si noti che due gruppi acetilici (in rosa) entrano 
nel ciclo e quattro atomi di carbonio ne fuoriescono sotto forma 

di succinato (in azzurro). Il ciclo del gliossilato fu chiarito da Hans 
Kornberg e Neil Madsen nel laboratorio di Hans Krebs. 
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zione netta di una molecola di succinato, disponibile per i 
processi biosintetici. Il succinato può essere convertito in 
ossalacetato attraverso gli intermedi fumarato e malato e 
poi in fosfoenolpiruvato nella reazione della PEP carbos- 
sichinasi, e quindi può essere utilizzato come precursore 
del glucosio nella gluconeogenesi. I vertebrati non hanno 
gli enzimi specifici del ciclo del gliossilato (l’isocitrato liasi 
e la malato sintasi) e quindi non possono sintetizzare glu- 
cosio a partire dai lipidi. 

Nelle piante, gli enzimi del ciclo del gliossilato sono 
sequestrati all’interno di organelli circondati da membra- 
ne chiamati gliossisomi, che possono essere considerati 
perossisomi specializzati (Figura 16.23). Gli enzimi del 
ciclo del gliossilato che sono in comune con quelli del ci- 
clo dell’acido citrico sono presenti in due forme isoenzi- 
matiche, una specifica dei mitocondri, l’altra dei gliossi- 
somi. I gliossisomi non sono presenti in tutti i tessuti del- 
le piante nello stesso momento; essi si sviluppano nei se- 
mi ricchi di lipidi durante la germinazione, prima che la 
pianta acquisti la capacità di produrre glucosio dalla foto- 
sintesi. Oltre agli enzimi del ciclo del gliossilato, i gliossi- 
somi contengono anche tutti gli enzimi necessari alla de- 
gradazione degli acidi grassi conservati negli oli dei semi 
(vedi la Figura 1714). L’acetil-CoA, formato dai lipidi, vie- 
ne convertito in succinato e trasportato nei mitocondri 
dove, tramite gli enzimi del ciclo dell’acido citrico, viene 
trasformato in malato. Un isozima citosolico della malato 
deidrogenasi ossida il malato a ossalacetato, un precurso- 
re della gluconeogenesi. Le piante in germinazione sono 
quindi in grado di convertire gli atomi di carbonio dei li- 
pidi dei semi in glucosio. 


e  Ilciclo dell'acido citrico e il ciclo del gliossilato sono 
regolati in modo coordinato 
Nei semi delle piante, durante la germinazione, le trasfor- 
mazioni degli acidi dicarbossilici e tricarbossilici hanno 
luogo in tre compartimenti cellulari distinti: i mitocondri, 
i gliossisomi e il citosol. Tra questi compartimenti vi è un 
continuo scambio di intermedi (Figura 16.24) 
Lo scheletro carbonioso dell’ossalacetato viene trasferi- 
to dal ciclo dell’acido citrico (nei mitocondri) ai gliossisomi 


Vacuolo lipidico 


Gliossisoma Mitocondri 
Figura 16.23 Fotografia al microscopio elettronico di un seme 
di cetriolo in germinazione, in cui sono visibili un gliossisoma, i 
mitocondri e i vacuoli lipidici circostanti. 
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sotto forma di aspartato. Eamminoacido viene riconverti- 
to in ossalacetato che condensa con l’acetil-CoA derivato 
dalla demolizione degli acidi grassi. Il citrato così formato 
viene trasformato in isocitrato dall’aconitasi e quindi scis- 
so dalla isocitrato liasi in gliossilato e succinato. Il succina- 
to ritorna ai mitocondri, dove rientra nel ciclo dell’acido 
citrico e viene trasformato in malato, che passa nel citosol 
e viene ossidato (tramite una malato deidrogenasi citoso- 
lica) a ossalacetato. Quest'ultimo è poi convertito tramite 
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Figura 16.24 Relazione tra il ciclo del gliossilato e quello 
dell'acido citrico. Le reazioni del ciclo del gliossilato (nei gliossisomi) 
procedono simultaneamente a quelle del ciclo dell'acido citrico 

(nei mitocondri), in quanto sono interconnesse da un passaggio di 
intermedi tra i due compartimenti. La conversione del succinato in 
ossalacetato è catalizzata dagli enzimi del ciclo dell'acido citrico. 
L'ossidazione degli acidi grassi in acetil-CoA è descritta nel Capitolo 
17; la sintesi degli esosi dall'ossalacetato è descritta nel Capitolo 20. 
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il processo della gluconeogenesi in esosi e quindi in sacca- 
rosio, che può essere trasferito ai germogli e alle radici in 
crescita. Queste conversioni sono portate avanti da quattro 
diverse vie metaboliche: la degradazione degli acidi grassi 
che genera acetil-CoA (nei gliossisomi), il ciclo del glios- 
silato (nei gliossisomi), il ciclo dell’acido citrico (nei mito- 
condri) e la gluconeogenesi (nel citosol). 

La ripartizione degli intermedi tra queste vie deve es- 
sere perciò un processo regolato e coordinato. L'isocitrato 
è l’intermedio che viene a trovarsi in una posizione cru- 
ciale, cioè a un punto di ramificazione tra il ciclo del glios- 
silato e quello dell’acido citrico (Figura 16.25). L’isocitrato 
deidrogenasi è modulata da una modificazione covalente: 
una proteina chinasi specifica fosforila e inattiva la deidro- 
genasi. L’inattivazione della isocitrato deidrogenasi sposta 
l’isocitrato nel ciclo del gliossilato, dove inizia la sua via 
biosintetica verso il glucosio. Una fosfoproteina fosfatasi 
stacca il gruppo fosforico dall’isocitrato deidrogenasi, riat- 
tivando l'enzima e inviando più isocitrato nel ciclo dell’aci- 
do citrico per produrre energia. La fosfoproteina fosfatasi 
e la proteina chinasi sono due attività enzimatiche presen- 
ti sullo stesso polipeptide. 
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Figura 16.25 Regolazione coordinata dei cicli del gliossilato 

e dell'acido citrico. La regolazione dell'isocitrato deidrogenasi 
determina la ripartizione dell’isocitrato tra i cicli del gliossilato e 
dell'acido citrico. Quando l'enzima viene inattivato per fosforilazione 
(da parte di una specifica proteina chinasi), l'isocitrato entra a far 
parte delle vie biosintetiche tramite il ciclo del gliossilato. Quando 
l'enzima viene attivato per defosforilazione (da parte di una specifica 
fosfatasi), l'isocitrato entra nel ciclo dell'acido citrico e produce ATP. 
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Alcuni batteri, come E. coli, hanno tutti gli enzimi del 
ciclo del gliossilato e dell'acido citrico nel citosol e pos- 
sono quindi crescere con l’acetato come unica fonte di 
atomi di carbonio e di energia. La fosfoproteina fosfatasi 
che attiva l’isocitrato deidrogenasi viene stimolata dagli 
intermedi del ciclo dell’acido citrico e della glicolisi e da- 
gli indicatori di un ridotto rifornimento energetico nella 
cellula (Figura 16.25). Gli stessi metaboliti inibiscono l’at- 
tività della proteina chinasi del polipeptide bifunzionale. 
accumulo di intermedi delle vie centrali coinvolte nel- 
la produzione di energia, che corrisponde a un segnale 
di carenza energetica, porta all’attivazione dell’isocitra- 
to deidrogenasi. Quando la concentrazione di questi mo- 
dulatori diminuisce, segnalando che il flusso all’interno 
del ciclo dell’acido citrico è sufficiente e non vi è carenza 
energetica, l’isocitrato deidrogenasi viene inattivata dal- 
la proteina chinasi. 

Gli stessi intermedi della via glicolitica e del ciclo 
dell’acido citrico che determinano l’attivazione dell’iso- 
citrato deidrogenasi sono inibitori allosterici della isoci- 
trato liasi. Quando il metabolismo che produce energia 
è sufficientemente rapido da mantenere relativamente 
bassa la concentrazione degli intermedi della glicolisi e 
del ciclo dell’acido citrico, l’isocitrato deidrogenasi vie- 
ne inattivata, mentre l’inibizione dell’isocitrato liasi vie- 
ne eliminata e l’isocitrato fluisce nel ciclo del gliossilato, 
dove viene usato per la sintesi di carboidrati, amminoa- 
cidi e altri componenti cellulari. 


SOMMARIO 16.4 
Il ciclo del gliossilato 

e Il ciclo del gliossilato è attivo durante la germinazio- 
ne dei semi di alcune piante e in certi microrganismi 
che possono vivere usando acetato quale unica fonte 
di carbonio. Nelle piante, la via ha sede nei gliossisomi 
delle piantine che stanno germogliando. Essa coinvol- 
ge diversi enzimi del ciclo dell’acido citrico e altri due 
enzimi: isocitrato liasi e malato sintasi. 

e Nel ciclo del gliossilato, l'assenza delle due tappe di 
decarbossilazione del ciclo dell’acido citrico rende pos- 
sibile la formazione netta di succinato, ossalacetato e 
altri intermedi a partire dall’acetil-CoA. L’ossalacetato 
così prodotto può essere utilizzato per sintetizzare glu- 
cosio attraverso la gluconeogenesi. 

e Nei vertebrati è assente il ciclo del gliossilato. Essi non 
possono perciò sintetizzare il glucosio dall’acetato o 
dall’acetil-CoA prodotto dagli acidi grassi. 

e La distribuzione dell’isocitrato tra il ciclo dell’acido ci- 
trico e quello del gliossilato è controllata a livello dell’i- 
socitrato deidrogenasi, la quale è a sua volta regolata 
da una fosforilazione reversibile. 
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Society, London. 

Un libro dedicato al ciclo dell’acido citrico, scritto da più 
autori, che tratta la genetica molecolare, i meccanismi di 
regolazione, le variazioni del ciclo che si riscontrano in 
microrganismi che vivono in particolari nicchie 
ecologiche, e l'evoluzione del ciclo. Particolarmente 
interessanti sono i capitoli di H. Gest (Evolutionary 
Roots of the Citric Acid Cycle in Prokaryotes), W. H. 
Holms (Control of Flux through the Citric Acid Cycle 
and the Glyoxylate Bypass in Escherichia coli), e R. N. 
Perham et al. (a-Keto Acid Dehydrogenase Complexes). 


e Il complesso della piruvato deidrogenasi 

Harris, R.A., Bowker-Kinley, M.M., Huang, B., 

e Wu, P. (2002) Regulation of the activity of the pyruvate 
dehydrogenase complex. Adv Enzyme Regul. 42, 

pp. 249-259. 

Milne, J.L.S., Shi, D., Rosenthal, P.B., Sunshine, J.S., 
Domingo, G.J., Wu, X., Brooks, B.R., Perham, R.N., 
Henderson, R., e Subramaniam, S. (2002) Molecular 
architecture and mechanism of an icosahedral pyruvate 
dehydrogenase complex: a multifunctional catalytic 
machine. EMBO J. 21, pp. 5587-5598. 

Elegante dimostrazione del metodo della ricostruzione 
per immagini ottenute al microscopio crioelettronico, 
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utilizzato in questo caso per sviluppare un modello 
plausibile della struttura del complesso della PDH. Si 
confronti questo modello con quello del lavoro di Zhou 
et al. (vedi oltre). 

Perham, R.N. (2000) Swinging arms and swinging 
domains in multifunctional enzymes: catalytic machines 
for multistep reactions. Annu. Rev Biochem. 69, 

pp. 961-1004. 

Rassegna sui ruoli svolti dai bracci oscillanti contenenti 
lipoato, biotina, e pantotenato nell’incanalamento del 
substrato attraverso i complessi multienzimatici. 

Zhou, Z.H., McCarthy, D.B., O’Conner, C.M., Reed, 
L.J., e Stoops, J.K. (2001) The remarkable structural 
and functional organization of the eukaryotic pyruvate 
dehydrogenase complexes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98, 
pp. 14,802-14,807. 

Un altro avvincente lavoro, nel quale la ricostruzione 
per immagini ottenute al microscopio crioelettronico ha 
reso possibile l’elaborazione di un modello dei complessi 
della piruvato deidrogenasi degli eucarioti. Si confronti 
questo modello con quello del lavoro di Milne et al. 
(vedi sopra). 


* Enzimi del ciclo dell’acido citrico 

de la Fuente, J.M., Ramîrez-Rodriguez, V., Cabrera- 
Ponce, J.L., e Herrera-Estrella, L. (1997) Aluminium 
tolerance in transgenic plants by alteration of citrate 
synthesis. Science 276, pp. 1566-1568. 

Fraser, M.D., James, M.N., Bridger, W.A., e Wolodko, 
W.T. (1999) A detailed structural description of 
Escherichia coli succiny]l-CoA synthetase. /.Mol. Biol. 285, 
pp. 1633-1653. (Vedi anche l’errata corrige in J. Mol. Biol. 
288, p. 501, 1998.) 

Goward, C.R., e Nicholls, D.J. (1994) “Malate 
dehydrogenase: a model for structure, evolution and 
catalysis”. Protein. Sci. 3, pp. 1883-1888. 

Una rassegna breve e completa. 

Hagerhall, C. (1997) Succinate:quinone oxidoreductase: 
variations on a conserved theme. Biochim. Biophys. Acta. 
1320, pp. 107-141. 

Una rassegna riguardante la struttura e la funzione della 
succinato deidrogenasi. 

Hanson, R.W. (2009) Thematic minireview series: a 
perspective on the biology of phosphoenolpyruvate 
carboxykinase 55 years after its discovery. J. Biol. chem. 
284, pp. 27021-27023. 

L'introduzione a una serie di mini-rassegne sulla PEP 
carbossichinasi che sono state raccolte all’interno di 
questo numero della rivista. 

Jitrapakdee, S., St. Maurice, M., Rayment, I., 
Cleland, W.W., Wallace, J.C., e Attwood, P.V. (2008) 
Structure, mechanism and regulation of pyruvate 
carboxylase. Biochem. J. 413, pp. 369-387. 

Ma, J.F., Ryan, P.R., e Delhaize, E. (2001) Aluminium 
tolerance in plants and the complexing role of organic 
acids. Trends Plant. Sci. 6, pp. 273-278. 

Matte, A., Tari, L.W., Goldie, H. e Delbaere, L.T.J. 
(1997) Structure and mechanism of 
phosphoenolpyruvate carboxylase. /. Biol Chem. 272, 
pp. 8105-8108. 
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Ovadi, J., e Srere, P. (2000) Macromolecular 
compartmentation and channeling. Int. Rev Cytol. 192, 
pp. 255-280. 

Rassegna avanzata su incanalamento e metaboloni. 
Prensner, J.R., e Chinnaiyan, A.M. (2011) Metabolism 
unhinged: IDH mutations in cancer. Nat. Med. 17, 

pp. 291-293. 

Una breve rassegna avanzata sulle mutazioni 
dell’isocitrato deidrogenasi associate al cancro. 
Remington, S.J. (1992) Structure and mechanism of 
citrate sintase. Curt: Top. Cell. Regul. 33, pp. 209-229. 
Un’esauriente rassegna su quest’'enzima. 

Singer, T.P., e Johnson, M.K. (1985) The prosthetic 
groups of succinate dehydrogenase: 30 years from 
discovery to identification. FEBS. Lett. 190, pp. 189-198. 
Una descrizione della struttura e del ruolo dei centri 
ferro-zolfo in questo enzima. 

Weigand, G., e Remington, S.J. (1986) Citrate 
synthase: structure, control and mechanism. Ann. Rev 
Biophys. Biophys. Chem. 15, pp. 97-117. 

Wolodko, W.T., Fraser, M.E., James, M.N.G., 

e Bridger, W.A. (1994) The crystal structure of 
succinyl-CoA synthetase from Escherichia coli at 2,5À 
resolution. /. Biol. Chem. 269, pp. 10883-10890. 

Yang, J., Kalhan, S.C., e Hanson, R.W. (2009) What is 
the metabolic role of phosphoenolpyruvate 
carboxykinase? /. Biol. Chem. 284, pp. 27025-27029. 
Una minirassegna sui diversi ruoli svolti da questo 
enzima. 


* Enzimi a più funzioni (“moonlighting”) 

Eisenstein, R.S. (2000) Iron regulatory proteins and the 
molecular control of mammalian iron metabolism. Annu. 
Rev. Nutr. 20, pp. 627-662. 

Flores, C.-L., e Gancedo, C. (2011) Unrevealing 
moonlighting functions with yeasts. IUBMB Life 63, 

pp. 457-462. 

Jeffery, C.J. (1999) Moonlighting proteins. Trends 
Biochem. Sci. 24, pp. 8-11. 

Kim, J.-W., e Dang, C.V. (2006) Multifaceted roles of 
glycolytic enzymes. Trends Biochem. Sci. 30, pp. 142-150. 
Una rassegna di livello intermedio sugli enzimi a più 
funzioni. 

Rouault, T.A. (2006) The role of iron regulatory 
proteins in mammalian iron homeostasis and disease. 
Nat. Chem. Biol. 2, pp. 406-414. 

Una rassegna di livello avanzato. 


* Regolazione del ciclo dell'acido citrico 

Briere, J.-J., Favier, J., Gimenez-Roqueplo, A.-P., e 
Rustin, P. (2006) Tricarboxylic acid cycle dysfunction as 
a cause of human diseases and tumor formation. Am. J. 
Physiol. Cell Physiol. 291, pp. 1114-1120. 

Una rassegna di livello intermedio degli effetti clinici 
delle mutazioni della succinato deidrogenasi, della 
fumarasi e della a-chetoglutarato deidrogenasi. 
Hansford, R.G. (1980) Control of mitochondrial 
substrate oxidation. Curr. Top. Bioenerget. 10, pp. 217-278. 
Una rassegna approfondita sulla regolazione del ciclo 
dell’acido citrico. 
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Kaplan, N.0. (1985) The role of pyridine nucleotides in 
regulating cellular metabolism. Curr. Top. Cell. Regul. 26, 
pp. 371-381. 

Un’eccellente discussione sulla importanza del rapporto 
[NADH]/[NAD*] nella regolazione cellulare. 

King, A., Selak, M.A., e Gottlieb, E. (2006) Succinate 
dehydrogenase and fumarate hydratase: linking 
mitochondrial dysfunction and cancer. Oncogene 25, 

pp. 4675-4682. 

Reed, L.J., Damuni, Z., e Merryfield, M.L. (1985) 
Regulation of mammalian pyruvate and branched-chain 
a-keto acid dehydrogenase complexes by 
phosphorylation-dephosphorylation. Curr Top. Cell. 
Regul. 27, pp. 41-49. 


* Ciclo del gliossilato 

Eastmond, P.J., e Graham, I.A. (2001) Re-examining 
the role of the glyoxylate cycle in oilseeds. Trends Plant 
Sci. 6, pp. 72-77. 

Una rassegna di livello intermedio di approfondimento 
sul ciclo del gliossilato in Arabidopsis. 

Holms, W.H. (1986) The central metabolic pathways of 
Escherichia coli: relationship between flux and control at 
a branch point, efficiency of conversion to biomass, and 
excretion of acetate. Curt. Top. Cell. Regul. 28, 

pp. 69-106. 


= Problemi 


1. Bilancio del ciclo dell’acido citrico. Il ciclo dell’a- 
cido citrico usa otto enzimi: citrato sintasi, aconitasi, 
isocitrato deidrogenasi, a-chetoglutarato deidrogena- 
si, succinil-CoA sintetasi, succinato deidrogenasi, fu- 
marasi e malato deidrogenasi. 

(a) Scrivete un'equazione bilanciata per la reazione ca- 
talizzata da ciascun enzima. 

(b) Scrivete i nomi dei cofattori necessari nelle varie 
reazioni. 

(c) Per ogni enzima determinate quale delle seguenti 
definizioni descrive il tipo di reazione catalizzata: 
condensazione (formazione di un legame carbonio- 
carbonio); deidratazione (perdita di acqua); idrata- 
zione (addizione di acqua); decarbossilazione (per- 
dita di CO); ossidoriduzione; fosforilazione a livel- 
lo del substrato; isomerizzazione. 

(d) Scrivete l’equazione bilanciata del catabolismo 
dell’acetil-CoA a CO;. 

2. Equazione netta della glicolisi e del ciclo dell’aci- 
do citrico. Scrivete l'equazione netta del metabolismo 
di una molecola di glucosio tramite la glicolisi e il ciclo 
dell’acido citrico, includendo tutti i cofattori. 

3. Riconoscimento delle reazioni di ossidazione e di 
riduzione nel metabolismo. La strategia biochimica 
degli organismi viventi consiste nell’ossidazione dei 
composti organici ad anidride carbonica e acqua e nel- 
la conservazione della maggior parte dell'energia pro- 
dotta da queste reazioni di ossidazione sotto forma di 
ATP È importante essere in grado di riconoscere i pro- 
cessi di ossidoriduzione presenti nel metabolismo. La 
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riduzione di una molecola organica può corrispondere 
all’idrogenazione di un doppio legame (reazione 1, de- 
scritta qui di seguito) oppure di un singolo legame ac- 
compagnato da una scissione (reazione 2). Per contro, 
l'ossidazione di una molecola organica è dovuta a una 
deidrogenazione. In biochimica, nelle reazioni redox i 
coenzimi NAD e FAD servono per deidrogenare/idro- 
genare composti organici in presenza degli opportuni 


enzimi. 
O OT H 
| riduzione _ | | 
CH3—C—H +H-H —__ _| CH3—_C— H 
ossidazione & 
H 
Acetaldeide 
O-H 
riduzione | 
— = cH;-C-H (1) 
ossidazione | 
H 
Etanolo 
O (0) 
| riduzione _ Il 
CH3—C +H'+H-H——— CHs—C 
VS ossidazione Vai > 
o) n 0 
Seal HE 
Acetato LL 
O 
riduzione _ | H 
ossidazione CHa-C-H * ii (2) 
H 
Acetaldeide 


Per ciascuna delle trasformazioni metaboliche da (a) 
ad (h) descritte di seguito, determinate se avviene una 
riduzione o un’ossidazione. Bilanciate ogni trasforma- 
zione inserendo H—H e H,0, se necessario. 


Î 
(a) CH3z —OH > H—-C-H 
Metanolo Formaldeide 
Î Î 
(b) H—-C-H — H-C, +H* 
0- 
Formaldeide Formiato 
Î 
(c) O0=C=0 — H-C. +H* 
0- 
Anidride carbonica Formiato 
OH OH OH OH 
i a 
(d) CHo —C—C +H° —> CH’ —CT—C 
| SE | N 
HH 90 HH 
Glicerato Gliceraldeide 
fe... 
(e) CHa i CHy > CH’ —CT—CH, 
H 
Glicerolo Diidrossiacetone 
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H 
| Pi 

lt) C-H — CC +H* 
Ù o 


Toluene Benzoato 
Î 
- H (6) 
x P Ru ka 
©) C—CH3—CH,—C, — c=C, 0 
-o7 è "0—-C H 
O (O) 
N 
(O) 
Succinato Fumarato 
Î Î 
(h) CH3-C > CHz mo + CO, 
i (CE 
O 
Piruvato Acetato 


4. Relazione tra rilascio di energia e stato di ossida- 
zione del carbonio. Una cellula eucariotica può usa- 
re glucosio (CH:0g) e acido esanoico (CxH40:) come 
combustibile per la respirazione cellulare. In base alla 
loro formula di struttura, quale sostanza rilascerà più 
energia dalla completa combustione a CO; e H30? 

5. Icoenzimi nicotinammidici sono trasportatori re- 
dox reversibili. I coenzimi nicotinammidici (vedi la 
Figura 13.24) sono utilizzati in reazioni di ossidori- 
duzione reversibili di specifici substrati, in presenza 
dell’appropriato enzima deidrogenasi. In queste rea- 
zioni, NADH + H* è il donatore di idrogeno, come de- 
scritto nel Problema 3. Quando il coenzima viene os- 
sidato, il substrato deve essere contemporaneamente 
ridotto: 


Substrato + NADH + H* — prodotto + NAD* 


Ossidato Ridotto Ridotto Ossidato 


Per ognuna delle seguenti reazioni da (a) a (f), stabilite 
se il substrato è stato ossidato o ridotto o se il suo stato di 
ossidazione non è stato modificato (vedi il Problema 3). 
Se i substrati sono stati ossidati o ridotti, bilanciate le rea- 
zioni con la quantità necessaria di NAD*, NADH + H* 
e H;0. L'obiettivo è quello di stabilire quando è neces- 
sario un coenzima redox in una reazione metabolica. 


(O) 
4 
(a) CH3 CH30H — CHgz ci 
H 
Etanolo Acetaldeide 
OPO$ OH OPO$ OH 
e 2 
2- 
(b) CHo an > CH TAR + HPO7 
L OPO5” HH 
1,3-Bisfosfoglicerato Gliceraldeide 
3-fosfato 
(CI (O) 
CH ) cC CH o CO: 
È > È } } 
(c) 3 N 3 N p) 
(O) H 
Piruvato Acetaldeide 
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O _19F O 
z 7 4 
(d) CHg SR > CH3g i _ + CO; 
(O) (O) 
Piruvato Acetato 
Î 15 
(e) 00C —CHa —C—C007 >» 00C ROSE 
H 
Ossalacetato Malato 
Î PP Î 
(f) CH}__CT—CHa La FHt »>CHg3—C—CH3 + CO, 
o- 
Acetoacetato Acetone 


6. Cofattori e meccanismo della piruvato deidroge- 
nasi. Descrivete il ruolo di ciascun cofattore coinvolto 
nella reazione catalizzata dal complesso della piruva- 
to deidrogenasi. 

7. Deficienza di tiamina. I soggetti con una deficienza 
di tiamina nella dieta hanno livelli elevati di piruvato 
nel sangue. Spiegate perché in termini biochimici. 

8. Reazione della isocitrato deidrogenasi. A quale tipo 
di reazione appartiene la conversione dell’isocitrato in 
a-chetoglutarato? Denominate e descrivete i cofattori 
che intervengono nella reazione. Quali sono le reazio- 
ni (o la reazione) dello stesso tipo nel ciclo dell’acido 
citrico? 

9. Stimolazione del consumo di ossigeno da parte 
dell’ossalacetato e del malato. All’inizio degli anni 
930, Albert Szent-Gyéòrgyi osservò che l'aggiunta di pic- 
cole quantità di ossalacetato o di malato a sospensio- 
ni di fettine di muscolo pettorale di piccione stimola- 
va il consumo di ossigeno da parte della preparazione. 
Quando fu misurata la quantità di ossigeno consuma- 
ta, sorprendentemente si osservò che corrispondeva a 
più di sette volte la quantità necessaria a ossidare com- 
pletamente a CO; e acqua l’ossalacetato o il malato ag- 
giunto. Perché l'aggiunta di ossalacetato o di malato sti- 
molava il consumo di ossigeno? Perché la quantità di 
ossigeno consumata era tanto più grande rispetto alla 
quantità necessaria a ossidare completamente l’ossa- 
lacetato o il malato aggiunti? 

10. Formazione di ossalacetato in un mitocondrio. 
Nell'ultima reazione del ciclo dell’acido citrico, il ma- 
lato viene deidrogenato a ossalacetato, necessario per 
far entrare l’acetil-CoA nel ciclo dell’acido citrico: 


L-malato + NAD* > ossalacetato + NADH + H* 
AG'° = 30,0 kJ/mole 


(a) Calcolate la costante di equilibrio della reazione a 
25°C. 

(b) Dato che AG’° presuppone che il pH del sistema sia 
7 la costante di equilibrio ottenuta in (a) corrispon- 
de a: 

[ossalacetato][NADH] 


[L-malato][NAD] 


Li 
K'eqg= 


La concentrazione di L-malato valutata nei mitocon- 
dri di fegato di ratto è di circa 0,20 mm quando il 
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rapporto [NAD*]/[NADH] è pari a 10. Calcolate la 
concentrazione di ossalacetato a pH 7 in questi mi- 
tocondri. 

(c) I mitocondri di fegato di ratto sono approssimativa- 
mente sferici, con un diametro di 2,0 pm. Per ren- 
dersi conto di quanto ossalacetato è presente nei mi- 
tocondri, calcolate il numero di molecole di ossala- 
cetato che si trovano in un singolo mitocondrio di 
fegato di ratto. 

11. Cofattori del ciclo dell’acido citrico. Supponete di 
aver preparato un estratto mitocondriale che contiene 
tutti gli enzimi solubili della matrice, ma che ha perso 
(tramite la dialisi) tutti i cofattori a basso peso mole- 
colare. Che cosa dovete aggiungere all’estratto perché 
possa ossidare l’acetil-CoA a CO? 

12. Deficienza di riboflavina. Che effetto avrebbe sul ci- 
clo dell’acido citrico un difetto di riboflavina? Spiegate 
la risposta. 

13. Pool dell’ossalacetato. Quali fattori diminuirebbero 
la concentrazione dell’ossalacetato disponibile per l’at- 
tività del ciclo dell’acido citrico? Come sarebbe possi- 
bile ristabilire la concentrazione normale? 

14. Resa energetica del ciclo dell’acido citrico. La rea- 
zione catalizzata dalla succinil-CoA sintetasi produce 
un composto a elevato tenore energetico, il GTP. Co- 
me è possibile trasferire l'energia contenuta nel GTP al 
pool cellulare dell'ATP? 

15. Studi sulla respirazione in mitocondri isolati. La 
respirazione cellulare può essere studiata usando mi- 
tocondri isolati e valutando il loro consumo di ossige- 
no in differenti condizioni. Se a mitocondri che stan- 
no respirando attivamente, utilizzando piruvato come 
fonte di energia, viene aggiunto sodio malonato a una 
concentrazione di 0,01 m, la respirazione si blocca ra- 
pidamente e si accumula un intermedio metabolico. 
(a) Qual è la struttura dell’intermedio? 

(b) Spiegate perché si accumula. 

(c) Spiegate perché si blocca il consumo di ossigeno. 

(d) A parte la rimozione del malonato, come si potreb- 
be superare l’inibizione esercitata dal malonato? 
Sapete spiegare il perché? 

16. Studi di marcatura in mitocondri isolati. Le vie 
metaboliche costituite da composti organici sono sta- 
te spesso identificate usando un substrato radioattivo 
e seguendo il destino della marcatura. 

(a) Come potete stabilire se il glucosio aggiunto a una 
sospensione di mitocondri isolati viene metaboliz- 
zato a CO, e H,0? 

(b) Supponete di aggiungere [3-!*C]piruvato (marca- 
to sull’atomo di carbonio metilico) ai mitocondri. 
Dopo un giro del ciclo dell’acido citrico, qual è la 
localizzazione del !C nell’ossalacetato? Potete in- 
dicare la via seguita dalla marcatura? Quanti giri 
del ciclo dell’acido citrico devono essere effettuati 
perché tutto il radioisotopo venga eliminato sotto 
forma di CO;? 

17. Il destino della CO, nella gluconeogenesi. Nella pri- 
ma reazione di “deviazione” della gluconeogenesi, la 
conversione del piruvato in fosfoenolpiruvato (PEP), 
il piruvato viene carbossilato a ossalacetato, che vie- 
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ne poi decarbossilato a PEP dalla PEP carbossichinasi 
(Capitolo 14). Poiché l’aggiunta della CO; viene subi- 
to seguita dalla perdita della CO, stessa, ci si dovrebbe 
aspettare, da esperimenti di marcatura, che il !*C del- 
la CO; non venga incorporato nel PEP nel glucosio, 0 
in qualunque intermedio della gluconeogenesi. Però 
si è visto che, quando preparazioni di fegato di ratto 
sintetizzano glucosio in presenza di !!CO., una picco- 
la quota di !*#C compare nel PEP, e anche nel C-3 e nel 
C-4 del glucosio. In che modo il !*C viene incorporato 
nel PEP e nel glucosio? (Suggerimento: durante la glu- 
coneogenesi, in presenza di !*CO,, anche alcuni degli 
intermedi a quattro atomi di carbonio del ciclo dell’a- 
cido citrico diventano radioattivi.) 


18. Catabolismo del [1-!4C]glucosio. Se una coltura bat- 


terica che sta respirando attivamente viene incubata 
per un tempo breve con [1-"C]glucosio e vengono iso- 
lati gli intermedi glicolitici e quelli del ciclo dell'acido 
citrico, negli intermedi elencati di seguito quale posi- 
zione è occupata dal !*C? Considerate soltanto l’incor- 
porazione iniziale di !*C in queste molecole, nel primo 
passaggio del glucosio radioattivo attraverso le vie. 
(a) Fruttosio 1,6-bisfosfato 

(b) Gliceraldeide 3-fosfato 

(c) Fosfoenolpiruvato 

(d) Acetil-CoA 

(e) Citrato 

(£) a-Chetoglutarato 

(g) Ossalacetato 


19. Ruolo della vitamina tiamina. Soggetti affetti 


da beriberi, una patologia causata dalla carenza 
di tiamina, presentano elevati livelli ematici di piruva- 
to e di a-chetoglutarato, specialmente dopo aver con- 
sumato un pasto ricco di glucosio. Qual è la relazione 
tra questi effetti e la carenza di tiamina? 


20. Sintesi di ossalacetato nel ciclo dell’acido citrico. 


L’ossalacetato si forma nell'ultima tappa del ciclo dell’a- 
cido citrico dall’ossidazione NAD*-dipendente del- 
l’r-malato. Può avere luogo una sintesi netta di ossala- 
cetato da acetil-CoA usando gli enzimi e i cofattori del 
ciclo dell’acido citrico, senza causare una deplezione 
degli intermedi del ciclo? Spiegate perché. Come viene 
rimpiazzato nel ciclo l’ossalacetato che si è eventual- 
mente perso (reazioni biosintetiche)? 


21. Deplezione di ossalacetato. Il fegato del mammifero 


può portare avanti la gluconeogenesi partendo dall’os- 
salacetato (Capitolo 14). Il ciclo dell’acido citrico po- 
trebbe essere in qualche modo influenzato dall’utiliz- 
zo prolungato dell’ossalacetato per la gluconeogenesi? 
Commentate la risposta. 


22. Meccanismo d’azione del fluoroacetato ratticida. 


Il fluoroacetato, un preparato commerciale usato co- 
me ratticida, viene prodotto anche da una pianta del 
Sudafrica. Dopo essere entrato in una cellula, il fluo- 
roacetato viene convertito in fluoroacetil-CoA in una 
reazione catalizzata dall’enzima acetato tiochinasi: 


F— CH;C007 + CoA-SH +ATP —> 
F_ CH, — S-CoA + AMP +PP; 


O 


23. 


24. 


25. 


26. 


27. 
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L'effetto tossico del fluoroacetato fu studiato in una se- 
rie di esperimenti metabolici su cuori di ratto isolati. 
Dopo aver perfuso il cuore con una soluzione di fluo- 
roacetato alla concentrazione di 0,22 mm, la velocità 
di assunzione del glucosio e la glicolisi diminuivano, 
e il glucosio 6-fosfato e il fruttosio 6-fosfato aumenta- 
vano. Da un esame degli intermedi del ciclo dell'acido 
citrico si poté stabilire che la loro concentrazione era 
più bassa del normale eccetto che per il citrato, che 
era presente a una concentrazione 10 volte superiore 
alla norma. 

(a) Dove era il blocco del ciclo dell’acido citrico? Che 
cosa determinava l'aumento della concentrazione 
di citrato e la diminuzione degli altri intermedi? 

(b) Il fluoroacetil-CoA viene trasformato dal ciclo 
dell’acido citrico. Qual è la struttura del prodotto 
metabolico finale del fluoroacetato? Perché blocca 
il ciclo dell'acido citrico? Come è possibile superare 
l’inibizione? 

(c) Perché i cuori perfusi presentavano una diminu- 
zione nella velocità di assunzione di glucosio e una 
diminuzione della glicolisi? Perché gli esosi mono- 
fosfato si accumulavano? 

(d) Perché l’avvelenamento da fluoroacetato è mor- 
tale? 

Sintesi di L-malato nella produzione di vino. L’aci- 
dità di alcuni vini è dovuta alle elevate concentrazio- 
ni di L-malato. Scrivete una serie di reazioni che indi- 
chino come le cellule di lievito sintetizzino 1-malato 
da glucosio in condizioni anaerobiche e in presenza 
di CO; in soluzione (HCO; ). Notate che la reazione 
complessiva di questa fermentazione non può consu- 
mare né coenzimi nicotinammidici né intermedi del 
ciclo dell’acido citrico. 
Sintesi netta di a-chetoglutarato. La-chetoglutarato 
ha una funzione centrale nella biosintesi di diversi am- 
minoacidi. Scrivete una serie di reazioni enzimatiche 
note che portino alla sintesi netta di a-chetoglutarato 
da piruvato. La sequenza proposta non deve compor- 
tare consumo netto di intermedi del ciclo dell’acido ci- 
trico. Scrivete la reazione complessiva della sequenza 
proposta e identificate la fonte dei reagenti. 
Vie anfiboliche. Spiegate, servendovi anche di esem- 
pi, cosa si intende quando si dice che il ciclo dell’acido 
citrico è anfibolico. 
Regolazione del complesso della piruvato deidro- 
genasi. Nei tessuti animali, la velocità di conversione 
del piruvato in acetil-CoA è regolata dal rapporto tra 
piruvato deidrogenasi defosforilata attiva e piruvato 
deidrogenasi fosforilata inattiva. Determinate cosa ac- 
cade alla velocità di questa reazione quando una pre- 
parazione mitocondriale di muscolo di coniglio conte- 
nente piruvato deidrogenasi viene trattata con: (a) pi- 
ruvato deidrogenasi chinasi, ATP e NADH; (b) piruva- 
to deidrogenasi fosfatasi e Ca?*; (c) malonato. 

Sintesi commerciale di acido citrico. L'acido citrico 

è usato come aromatizzante in bevande analcoliche, 

succhi di frutta e numerosi altri prodotti alimentari. 

In tutto il mondo il mercato dell’acido citrico muove 

centinaia di milioni di dollari all'anno. La produzione 
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commerciale utilizza Aspergillus niger, che metaboliz- 

za saccarosio in condizioni accuratamente controllate. 

(a) La produzione di acido citrico è strettamente di- 
pendente dalla concentrazione di FeCl; presente 
nel mezzo di coltura, come indicato dal grafico. Per- 
ché la resa diminuisce quando la concentrazione di 
Fe3* è al di sopra o al di sotto del valore ottimale di 
0,5 mg/L? 


90 


80 | 


70 


60 | 


Resa di acido citrico (%) 


560 __—T——___-——___ 


1 2 3 4 5 


[FeCl;] (mg/L) 


(b) Scrivete la serie di reazioni tramite cui A. niger sin- 
tetizza acido citrico da saccarosio. Scrivete un’equa- 
zione che rappresenti l’intera reazione. 

(c) Il processo commerciale richiede aerazione del 
mezzo di coltura; allora, si tratta di una fermenta- 
zione o un di processo aerobico? Spiegate perché. 


28. Regolazione della citrato sintasi. In presenza di 


quantità saturanti di ossalacetato, l’attività della citra- 
to sintasi del cuore di maiale mostra una dipendenza 
dalla concentrazione dell’acetil-CoA con andamento 
sigmoidale, come vediamo nella figura. Quando è ag- 
giunto succinil-CoA, la curva si sposta verso destra e la 
dipendenza sigmoidale diventa più pronunciata. 


100 
23 Senza 
È 801 succinil-CoA 
Si 
8 60 
< 
da Con 
= 40 succinil-CoA 
< 


20} 


20 40 60 80 
[Acetil-CoA] (um) 


100 120 


In base a queste osservazioni, spiegate in che modo il 
succinil-CoA regola l’attività della citrato sintasi. (Sug- 
gerimento: vedi la Figura 6.34.) Perché il succinil-CoA è 
un appropriato segnale di regolazione del ciclo dell’aci- 
do citrico? Come è possibile controllare la velocità del- 
la respirazione cellulare nel cuore di maiale mediante 
la regolazione della citrato sintasi? 


29. Regolazione della piruvato carbossilasi. La carbos- 


silazione del piruvato da parte della piruvato carbossi- 
lasi avviene a una velocità molto bassa, a meno che non 
sia presente acetil-CoA, un modulatore allosterico po- 
sitivo dell'enzima. Perché, quando avete appena finito 
un pasto ricco di acidi grassi (triacilgliceroli) e povero 
di carboidrati (glucosio), diminuisce l’ossidazione del 
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glucosio a CO; e acqua e aumenta l'ossidazione dell’a- 
cetil-CoA derivato dagli acidi grassi? 


30. Relazione tra respirazione e ciclo dell’acido citri- 


co. Anche se l'ossigeno non partecipa direttamente al 
ciclo dell’acido citrico, il ciclo opera soltanto se è pre- 
sente ossigeno. Perché? 


31. Effetto del rapporto [NADH]/[NAD'] sul ciclo 


dell’acido citrico. Come dovrebbe rispondere il ci- 
clo dell’acido citrico a un rapido aumento del rappor- 
to [NADH]/[NAD'] nella matrice mitocondriale? Per- 
ché? 


32. Termodinamica della reazione della citrato sintasi 


in vivo. Il citrato è formato dalla condensazione dell’a- 
cetil-CoA con ossalacetato catalizzata dalla citrato sin- 
tasi: 


Ossalacetato + acetil-CoA + H)0 == citrato + CoA + H' 


Nei mitocondri di cuore di ratto a pH 70 e a 25 °C, le 
concentrazioni dei reagenti e dei prodotti sono: ossala- 
cetato, 1 pm; acetil-CoA, 1 pm; citrato, 220 pm; e CoA, 
65 pm. In base alle concentrazioni e al valore della va- 
riazione di energia libera standard della reazione del- 
la citrato sintasi (32,2 kJ/mole), determinate la dire- 
zione del flusso metabolico attraverso la reazione della 
citrato sintasi nella cellula di cuore di ratto. Spiegate il 
perché. 


33. Reazioni del complesso della piruvato deidrogena- 


si. Due delle tappe della decarbossilazione del piruvato 
(le tappe © e © della Figura 16.6) non coinvolgono nes- 
suno degli atomi di carbonio del piruvato, eppure sono 
essenziali per il funzionamento del complesso della pi- 
ruvato deidrogenasi. Spiegate il perché. 


34. Mutanti del ciclo dell’acido citrico. Esistono molti 


casi in cui, per mutazione genica, un dato enzima è as- 
sente. Però i casi in cui manca uno degli enzimi del ci- 
clo dell’acido citrico sono molto rari. Perché? 


35. Ripartizione tra il ciclo dell’acido citrico e il ciclo 


del gliossilato. In un organismo (come E. colî), che ha 
sia il ciclo dell’acido citrico che il ciclo del gliossilato, 
che cosa determina in quale delle due vie entrerà per 
primo l’isocitrato? 


=N Problema sull'analisi dei dati 


36. Come fu identificato il ciclo dell’acido citrico. I 


dettagli della biochimica del ciclo dell’acido citrico so- 
no stati determinati da molti ricercatori nel giro di una 
decina d’anni. In un articolo del 1937 Krebs e Johnson 
pubblicarono una sintesi del lavoro fino ad allora svol- 
to su questa via metabolica. 

I metodi utilizzati dai ricercatori del tempo erano di- 
versi da quelli moderni. Negli anni ’40 non erano an- 
cora disponibili i traccianti radioattivi, quindi Krebs e 
gli altri ricercatori dovevano utilizzare tecniche basa- 
te sull’uso di composti non radioattivi. Essi prepararo- 
no omogenati di muscolo pettorale di piccione in un 
tampone e ne determinarono il consumo di ossigeno 
sospendendo gli omogenati in contenitori sigillati e mi- 
surando il volume (in pL) di ossigeno consumato in di- 
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verse condizioni. Misurarono poi i livelli dei substrati 
(intermedi) trattando i campioni con acidi per rimuo- 
vere le proteine e misurando le concentrazioni delle 
piccole molecole organiche. Le due principali osserva- 
zioni che indussero Krebs e collaboratori a proporre 
il ciclo dell’acido citrico, a fronte della via lineare della 
glicolisi, si basarono sui seguenti esperimenti. 
Esperimento I. Essi incubarono 460 mg di omogenato 
muscolare in 3 mL di tampone a 40 °C per 150 minu- 
ti. L’aggiunta di citrato aumentava il consumo di ossi- 
geno di 893 uL rispetto ai campioni senza aggiunta di 
citrato. Essi calcolarono, sulla base dell'O, consuma- 
to durante l'ossidazione di altri composti contenenti 
carbonio, che il consumo teorico di O, per la comple- 
ta ossidazione di questa quantità di citrato era di soli 
302 pL. 

Esperimento II. Essi misurarono il consumo di O; da par- 
te di 460 mg di omogenato di muscolo in 3 mL di tampo- 
ne, in presenza di citrato e/o di 1-fosfoglicerolo (glicerolo 
1-fosfato; si sapeva che questo composto veniva rapida- 
mente ossidato) a 40 °C per 140 minuti. I risultati sono 
mostrati nella tabella. 


Campione Substrato(i) aggiunto(i) pL di O, assorbiti 
1 Nessuna aggiunta 342 
2 0,3 mL di 0,2 Mm 757 
1-fosfoglicerolo 
3 0,15 mL di 0,02 m citrato 431 
0,3 mL di 0,2 Mm 1385 


1-fosfogliceloro 
+ 0,15 mL di 0,02 m citrato 


(a) Perché il consumo di O, è un buon indice per misu- 
rare della respirazione celluare? 

(b) Perché il campione 1 (senza nessuna aggiunta) con- 
suma una certa quantità di ossigeno? 

(c) Sulla base dei risultati dei campioni 2 e 3, è possibile 
concludere che l’1-fosfoglicerolo e il citrato fungono 
da substrati per la respirazione cellulare in questo 
sistema? Commentate la risposta. 

(d) Krebs e collaboratori utilizzarono i risultati di que- 
sti esperimenti per concludere che il citrato agiva 
“cataliticamente”, cioè aiutava il tessuto muscola- 
re a metabolizzare completamente l’1-fosfoglice- 
rolo. Com'è possibile utilizzare i loro dati per trar- 
re questa conclusione? 

(e) Krebs e collaboratori conclusero anche che il citra- 
to non veniva completamente consumato da queste 
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reazioni, ma che doveva essere “rigenerato”. Quin- 
di, la via metabolica doveva essere ciclica, piuttosto 
che lineare. Com'è possibile utilizzare i loro dati per 
trarre questa conclusione? 

Altri ricercatori avevano trovato che l’arseniato (As0j ) 

inibisce l’a-chetoglutarato deidrogenasi e che il malo- 

nato inibisce la succinato deidrogenasi. 

(f) Krebs e collaboratori trovarono che i campioni di 
muscolo trattati con arseniato e citrato consuma- 
vano citrato solo in presenza di ossigeno, e che in 
queste condizioni veniva consumato ossigeno. Sul- 
la base della via metabolica della Figura 16.7 quan- 
to citrato veniva convertito in quest’esperimento, e 
perché i campioni consumavano ossigeno? 

Nel loro articolo Krebs e Johnson riportarono anche 

che: (1) in presenza di arseniato, 5,48 mmoli di citrato 

venivano convertite in 5,07 mmoli di a-chetoglutarato; 

(2) in presenza di malonato il citrato veniva converti- 

to in grandi quantità di succinato, e in piccole quanti- 

tà di a-chetoglutarato; (3) l'aggiunta di ossalacetato in 

assenza di ossigeno portava a una forte produzione di 

citrato; la quantità di citrato aumentava se veniva ag- 

giunto glucosio. 

Altri ricercatori avevano trovato la seguente via meta- 

bolica in analoghe preparazioni di tessuto muscolare: 


Succinato —> fumarato —> malato > ossalacetato > 
piruvato 


(g) Sulla base dei soli dati presentati in questo proble- 
ma, qual è l’ordine degli intermedi nel ciclo dell’a- 
cido citrico? Che cosa risulta dal confronto con la 
Figura 16.7? Commentate la risposta. 

(h) Perché è importante mostrare la conversione quan- 
titativa del citrato in a-chetoglutarato? 

Particolo di Krebs e Johnson contiene anche altri dati 

che riguardano la maggior parte degli altri componen- 

ti del ciclo. Il solo componente non preso in considera- 
zione fu la molecola che reagisce con l’ossalacetato per 
formare il citrato. 
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CATABOLISMO eg 


DEGLI ACIDI GRASSI. 


17.1  Digestione, mobilizzazione e trasporto degli acidi grassi 684 
17.2 Ossidaz 
17.3 corp 


n molti organismi e tessuti l’ossidazione degli acidi gras- 
si a catena lunga ad acetil-CoA è una via essenziale per 
produrre energia. Per esempio, nel cuore e nel fegato dei 
mammiferi, l'apporto energetico di questa via rappresenta 
circa 1'80% del fabbisogno in tutte le condizioni fisiologi- 
che. Gli elettroni liberati durante l’ossidazione degli acidi 
grassi consentono la sintesi di ATP passando attraverso la 
catena respiratoria dei mitocondri; l’acetil-CoA prodotto 
viene ossidato completamente a CO; nel ciclo dell’acido ci- 
trico, determinando un'ulteriore conservazione d’energia. 
In alcuni organismi e in alcuni tessuti l’acetil-CoA generato 
nell’ossidazione degli acidi grassi può avere destini alter- 
nativi. Nel fegato l’acetil-CoA può essere convertito in cor- 
pi chetonici, sostanze nutrienti solubili in acqua che pos- 
sono essere esportate al cervello e ad altri tessuti quando 
non è disponibile il glucosio. Nelle piante superiori l’acetil- 
CoA formato dall’ossidazione degli acidi grassi può servire 
principalmente come precursore biosintetico e solo secon- 
dariamente come combustibile per produrre energia. La 
funzione biologica dell’ossidazione degli acidi grassi diffe- 
risce da organismo a organismo, mentre il meccanismo di 
base è essenzialmente lo stesso. Questo capitolo è incen- 
trato sul processo a quattro tappe, chiamato f} ossidazio- 
ne, con cui gli acidi grassi sono convertiti in acetil-CoA. 
Nel Capitolo 10 abbiamo analizzato le proprietà dei tria- 
cilgliceroli (detti anche trigliceridi o grassi neutri), che rap- 
presentano una riserva energetica particolarmente efficien- 
te. Le lunghe catene alchiliche degli acidi grassi presenti 
nelle molecole dei triacilgliceroli sono essenzialmente idro- 
carburi, strutture altamente ridotte, con un'energia di ossi- 
dazione completa (circa 38 kJ/g) più di due volte superiore 
a quella dello stesso peso di carboidrati o proteine. Un ulte- 
riore vantaggio è dato dalla loro idrofobicità e dalla estrema 
insolubilità in acqua: i triacilgliceroli sono conservati sotto 
forma di gocce lipidiche e, non essendo solvatati, non con- 
tribuiscono ad aumentare l’osmolarità del citosol. (Le riser- 
ve polisaccaridiche, invece, contengono una grande massa 
di acqua di solvatazione, circa due-tre volte il loro peso tota- 
le.) La relativa inerzia e stabilità dei triacilgliceroli permet- 
te la loro conservazione all’interno della cellula in grandi 


quantità, senza il rischio di andare incontro a reazioni non 
volute con altri componenti cellulari. 

Le stesse proprietà che rendono i triacilgliceroli un’ot- 
tima riserva, al tempo stesso rappresentano un problema 
per la loro funzione di combustibile metabolico. A cau- 
sa della loro insolubilità in acqua, i triacilgliceroli ingeri- 
ti con la dieta prima di poter essere digeriti nell’intestino 
devono essere emulsionati da enzimi solubili in acqua, e i 
triacilgliceroli assorbiti nell’intestino 0 mobilizzati dai tes- 
suti di riserva devono essere trasportati nel sangue legati 
a proteine che ne neutralizzino l’insolubilità. La relativa 
stabilità dei legami C—C degli acidi grassi viene superata 
dall’attivazione del gruppo carbossilico sul C-1 mediante 
il legame al coenzima A, che consente poi l’ossidazione a 
tappe del gruppo acilico a livello della posizione C-3. Que- 
sto atomo di carbonio viene anche detto carbonio f, e l’os- 
sidazione degli acidi grassi viene chiamata f} ossidazione 
proprio per questo motivo. 

Questo capitolo inizia con una breve analisi delle fon- 
ti di acidi grassi e delle vie che essi devono percorrere per 
raggiungere i siti di ossidazione, ponendo un’attenzione 
particolare ai processi tipici dei vertebrati. Sono poi de- 
scritte le tappe chimiche dell’ossidazione degli acidi gras- 
si che hanno luogo nei mitocondri. Le tre tappe di ossi- 
dazione degli acidi grassi a CO; e H:0 possono essere 
riassunte in: ossidazione degli acidi grassi a catena lun- 
ga con formazione di frammenti a due atomi di carbonio, 
cioè di acetil-CoA (p ossidazione); ossidazione dell’ace- 
til-CoA a CO; per mezzo del ciclo dell’acido citrico (Ca- 
pitolo 16); e infine trasferimento degli elettroni dai tra- 
sportatori di elettroni ridotti alla catena respiratoria mi- 
tocondriale (Capitolo 19). In questo capitolo ci occupere- 
mo della prima di queste tappe. Prenderemo in conside- 
razione prima il caso più semplice in cui un acido grasso 
saturo con un numero pari di atomi di carbonio viene de- 
gradato ad acetil-CoA; vedremo brevemente poi anche le 
altre trasformazioni necessarie per la degradazione degli 
acidi grassi insaturi e di quelli con un numero dispari di 
atomi di carbonio. Infine esamineremo alcune variazio- 
ni sul tema della } ossidazione, presenti in organelli spe- 
cializzati - come i perossisomi e i gliossisomi -, e due vie 
di degradazione degli acidi grassi meno comuni, la w os- 
sidazione e la a ossidazione. Il capitolo si conclude con la 
descrizione di un destino alternativo dell’acetil-CoA pro- 
dotto dalla B ossidazione nei vertebrati, cioè la produzio- 
ne dei corpi chetonici nel fegato. 
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Catabolismo degli acidi grassi 


Digestione, mobilizzazione e trasporto 
degli acidi grassi 


Le cellule possono ottenere il combustibile metabolico sot- 
to forma di acidi grassi da tre fonti: i grassi della dieta, i li- 
pidi depositati nelle cellule sotto forma di gocce insolubili 
e i lipidi sintetizzati in un organo ed esportati in un altro. 
Alcuni organismi usano tutte e tre le fonti in circostanze 
diverse, mentre altri ricavano gli acidi grassi soltanto da 
una o due di queste possibili vie. I vertebrati, per esempio, 
ingeriscono grassi con la dieta, mobilizzano i lipidi di riser- 
va presenti in tessuti specializzati (il tessuto adiposo costi- 
tuito da cellule chiamate adipociti) e convertono i carboi- 
drati in eccesso in grassi nel fegato, che poi li esporta agli 
altri tessuti. In media, il 40% o anche più dell’energia ri- 
chiesta giornalmente dall’uomo nei paesi industrializzati 
è fornita dai triacilgliceroli della dieta (anche se la mag- 
gior parte dei manuali sulla nutrizione suggerisce di non 
ingerire più del 30% delle calorie totali giornaliere sotto 
forma di grassi). I triacilgliceroli forniscono più della me- 
tà dell’energia consumata da alcuni organi, in particolare 
il fegato, il cuore e il muscolo scheletrico a riposo. I tria- 
cilgliceroli sono praticamente la sola fonte di energia de- 
gli animali in letargo e degli uccelli durante le migrazio- 
ni. I protisti ricavano acidi grassi consumando organismi 


Grassi ingeriti 


con la dieta po 


© 1 sali biliari 
emulsionano ' 
i grassi nell'intestino 
tenue, formando 
micelle miste 


(2) Le lipasi intestinali 
degradano i triacilgliceroli 


© Gli acidi grassi e gli altri prodotti 
della degradazione penetrano 
nella mucosa intestinale e vengono 
convertiti in triacilgliceroli 


Mucosa 
intestinale 
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di livello inferiore nella catena alimentare e alcuni sono 
in grado di conservare i grassi sotto forma di gocce inso- 
lubili nel citosol. Le piante superiori mobilizzano i grassi 
di riserva presenti nei semi esclusivamente durante il pro- 
cesso di germinazione; in altre condizioni le piante non di- 
pendono da questi composti per la produzione di energia. 


e  Igrassidella dieta vengono assorbiti nell'intestino tenue 

Nei vertebrati, prima che possano essere assorbiti attraver- 
so la parete intestinale, i triacilgliceroli ingeriti devono es- 
sere convertiti da particelle di grasso macroscopiche inso- 
lubili in micelle microscopiche finemente disperse. La so- 
lubilizzazione viene effettuata dai sali biliari come l’acido 
taurocolico (pagina 382) che sono sintetizzati nel fegato a 
partire dal colesterolo, conservati nella colecisti e rilascia- 
ti nell’intestino tenue dopo un pasto ricco di grassi. Que- 
sti composti anfipatici agiscono come detergenti biologici, 
convertendo i grassi della dieta in micelle miste composte 
da sali biliari e da triacilgliceroli (Figura 171, tappa ©). 
La formazione delle micelle aumenta enormemente la fra- 
zione di lipidi suscettibile all’azione di lipasi solubili in ac- 
qua, le quali convertono così i triacilgliceroli in monoa- 
cilgliceroli (monogliceridi), diacilgliceroli (digliceridi), aci- 
di grassi liberi e glicerolo (tappa @).I prodotti dell’azione 
delle lipasi diffondono nelle cellule epiteliali che rivesto- 


Miocita o adipociti 


> Immagazzinamento 


6 Gli acidi grassi 
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energia 
o riesterificati 
per essere 
conservati 


@ Gli acidi grassi entrano 
nella cellula 


Lipoproteina lipasi 


G La lipoproteina lipasi 
attivata nei capillari 
dall’apoC-II converte 
i triacilgliceroli in acidi 
grassi e glicerolo 
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del corpo attraverso il sistema 
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© I triacilgliceroli vengono incorporati, 
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Figura 17.1 Destino dei lipidi della dieta nei vertebrati. 
La digestione e l'assorbimento dei lipidi della dieta hanno luogo 
nell'intestino tenue. Gli acidi grassi rilasciati dai triacilgliceroli 


vengono poi trasferiti ai muscoli e al tessuto adiposo. Le otto tappe 
vengono analizzate nel testo. 
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Figura 17.2 Struttura molecolare di un chilomicrone. La 
superficie è rivestita da uno strato di fosfolipidi, disposti con le teste 
polari rivolte verso la fase acquosa. | triacilgliceroli sono raggruppati 
all'interno (giallo) e rappresentano più dell'80% della massa della 
particella. Sulla superficie sporgono diverse apolipoproteine 

(B-48, C-III, C-II) che agiscono come segnali per la captazione dei 
chilomicroni e per il metabolismo del loro contenuto. Il diametro 
della particella dei chilomicroni varia da circa 100 a circa 500 nm. 


no la superficie dell'intestino (la mucosa intestinale; tap- 
pa ©), dove vengono riconvertiti in triacilgliceroli e uniti 
al colesterolo della dieta e a specifiche proteine, formando 
gli aggregati lipoproteici detti chilomicroni (Figura 172 e 
Figura 171, tappa ©). 

Le apolipoproteine sono proteine che legano i lipidi 
nel sangue e sono responsabili del trasporto dei triacilgli- 
ceroli, dei fosfolipidi, del colesterolo e degli esteri del co- 
lesterolo tra i vari organi. Le apolipoproteine (“apo” indi- 
ca che la proteina è nella forma priva di lipidi) si combi- 
nano con vari lipidi formando diverse classi di particelle 
di lipoproteine, aggregati sferici in cui i lipidi idrofobici 
sono immersi nel nucleo interno delle particelle, mentre 
le catene laterali idrofiliche delle proteine e le teste pola- 
ri dei lipidi sono sulla superficie. Combinazioni di lipidi e 
proteine diverse producono particelle con differente den- 
sità, che può variare da quella dei chilomicroni e delle li- 
poproteine a densità molto bassa (VLDL) a quella delle li- 
poproteine a densità molto alta (VHDL); questi comples- 
si lipoproteici possono essere separati mediante ultracen- 
trifugazione. Le strutture e le funzioni di queste particelle 
sono descritte in dettaglio nel Capitolo 21. 

La parte proteica delle lipoproteine è specificamen- 
te riconosciuta da recettori sulla superficie delle cellule. 
Nell’assunzione dei lipidi da parte dell’intestino, i chilo- 
microni, che contengono l’apolipoproteina C-II (apoC-Il), 
vengono trasferiti dalla mucosa intestinale al sistema lin- 
fatico, entrano nel sangue e sono poi trasportati al musco- 
lo e al tessuto adiposo (Figura 171, tappa ©). Nei capillari 
di questi tessuti l'enzima extracellulare lipoproteina li- 
pasi viene attivato dalla apoC-II. Questo enzima idrolizza 
i triacilgliceroli ad acidi grassi e glicerolo (tappa @), com- 
posti che entrano nelle cellule del tessuto bersaglio (tappa 
©). Nel muscolo gli acidi grassi sono ossidati per ricavare 
energia; nel tessuto adiposo sono riesterificati a triacilgli- 
ceroli per essere conservati (tappa ©). 

I resti dei chilomicroni, particelle da cui sono stati ri- 
mossi quasi completamente i triacilgliceroli ma che con- 
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tengono ancora colesterolo e apolipoproteine, passano dal 
sangue al fegato, dove vengono internalizzati per endo- 
citosi, un processo mediato da recettori specifici che ri- 
conoscono le apolipoproteine presenti nella particella. I 
triacilgliceroli che entrano nel fegato mediante questa via 
possono essere ossidati per ricavare energia o per genera- 
re precursori per la sintesi dei corpi chetonici, come vedre- 
mo nella Sezione 173. Quando la dieta contiene più acidi 
grassi di quanto non sia necessario per ottenere energia e 
per formare precursori, essi sono convertiti nel fegato in 
triacilgliceroli e associati a specifiche apolipoproteine, le 
VLDL. Queste particelle sono trasportate dal sangue fino 
al tessuto adiposo, dove i triacilgliceroli sono incorporati 
e conservati sotto forma di gocce lipidiche all’interno de- 
gli adipociti. 


e Gliormoni mobilizzano le riserve di triacilgliceroli 
I grassi neutri vengono depositati negli adipociti (e nel- 
le cellule che sintetizzano gli steroli nella corteccia rena- 
le, nell’ovaio e nei testicoli) sotto forma di goccioline lipi- 
diche, con un nucleo costituito da esteri degli steroli e da 
triacilgliceroli circondati da uno strato di fosfolipidi. La su- 
perficie di queste gocce è rivestita da perilipine, una fa- 
miglia di proteine che limita l’accesso alle gocce lipidiche, 
evitando che possa avvenire l’intempestiva mobilizzazio- 
ne dei lipidi. Quando gli ormoni segnalano una carenza di 
energia metabolica, i triacilgliceroli depositati nel tessuto 
adiposo vengono mobilizzati (portati fuori dal deposito) e 
trasferiti a quei tessuti (muscolo scheletrico, cuore e cor- 
teccia renale) dove gli acidi grassi possono essere ossidati 
per produrre energia. Gli ormoni adrenalina e glucagone, 
secreti in risposta a una bassa concentrazione di glucosio 
nel sangue, attivano l’adenilil ciclasi della membrana pla- 
smatica degli adipociti (Figura 173), che produce il secon- 
do messaggero intracellulare AMP ciclico (CAMP; vedi la 
Figura 12.4). La proteina chinasi cAMP-dipendente (PKA) 
determina l'apertura della gocciolina lipidica, rendendola 
così accessibile all’azione di tre lipasi che agiscono sui tri-, 
di- e monoacilgliceroli, rilasciando acidi grassi e glicerolo. 

Gli acidi grassi così rilasciati (acidi grassi liberi, 
FFA) diffondono fuori dall’adipocita nel sangue, dove si 
legano all’albumina del siero (sieroalbumina) (Figura 
173). Questa proteina (Mr 66 000), che costituisce circa la 
metà di tutte le proteine del siero, lega fino a 10 molecole 
di acido grasso per monomero proteico mediante intera- 
zioni non covalenti. Una volta associati a questa proteina 
solubile, gli acidi grassi, molecole altrimenti insolubili in 
acqua, sono trasportati ai tessuti, come il muscolo sche- 
letrico, il cuore e la corteccia renale. Qui gli acidi grassi 
si dissociano dall’albumina e sono trasferiti da traspor- 
tatori posti sulla membrana plasmatica nel citosol della 
cellula dove sono usati come combustibile metabolico. Il 
glicerolo liberato dalle lipasi viene fosforilato e ossidato 
a diidrossiacetone fosfato, che può entrare nella via gli- 
colitica o in quella gluconeogenica. In alternativa, il gli- 
cerolo fosfato può essere usato nella sintesi del triacilgli- 
cerolo o dei fosfolipidi. 

Circa il 95% dell'energia ricavabile dai triacilgliceroli 
risiede nelle tre lunghe catene degli acidi grassi; soltanto 
il 5% dell'energia deriva dal glicerolo. Il glicerolo rilasciato 
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Figura 17.3 Mobilizzazione dei triacilgliceroli depositati nel 
tessuto adiposo. Quando una bassa concentrazione di glucosio nel 
sangue provoca il rilascio di glucagone, ®, l'ormone si lega al suo 
recettore sulla membrana dell'adipocita e @ stimola, tramite una 
proteina G, l'adenilil ciclasi, la produzione di cAMP. Questo attiva 

la PKA, che fosforila @ la lipasi ormone-sensibile e © le molecole 
di perilipina sulla superficie della goccia lipidica. La fosforilazione 
della perilipina induce @ la dissociazione della proteina CGI dalla 
perilipina. La proteina CGI si associa all'enzima triacilglicerolo lipasi 
degli adipociti (ATGL), attivandola. La lipasi ATGL attiva @ converte 
i triacilgliceroli in diacilgliceroli. La perilipina fosforilata si associa 


dalla lipasi viene fosforilato dalla glicerolo chinasi (Figu- 
ra 174) e il glicerolo 3-fosfato così prodotto viene ossidato 
a diidrossiacetone fosfato. Lenzima glicolitico triosio fo- 
sfato isomerasi converte questo composto in gliceraldeide 
3-fosfato, che viene ossidata nella via glicolitica. 


e  Gliacidi grassi sono attivati e trasportati nei mitocondri 

Nelle cellule degli animali, gli enzimi coinvolti nell’ossi- 
dazione degli acidi grassi sono localizzati nella matrice 
mitocondriale, come fu dimostrato nel 1948 da Eugene 
P Kennedy e da Albert Lehninger. Gli acidi grassi con ca- 
tene non più lunghe di 12 atomi di carbonio possono en- 
trare nei mitocondri senza l’aiuto di trasportatori di mem- 
brana. Quelli con 14 o più atomi di carbonio, che costi- 
tuiscono la maggior parte degli acidi grassi liberi ottenu- 
ti dalla dieta o rilasciati dal tessuto adiposo, non possono 
passare direttamente attraverso la membrana mitocon- 
driale, ma devono prima subire una serie di tre reazioni 
enzimatiche dette sistema navetta o shuttle della car- 
nitina. La prima reazione è catalizzata da una famiglia 
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all'HSL fosforilata, permettendole l'accesso alla superficie della 
goccia lipidica, dove @ converte i diacilgliceroli in monoacilgliceroli. 
Una terza lipasi, la monoacilgicerolo lipasi (MGL) @, idrolizza i 
monoacilgliceroli. @ Gli acidi grassi escono dall'adipocita, si legano 
all'albumina del siero e sono trasportati dal flusso sanguigno 

agli altri tessuti; essi sono rilasciati dall'albumina e © entrano nei 
miociti attraverso uno specifico trasportatore degli acidi grassi. (® 
Nel miocita, gli acidi grassi sono ossidati a CO, e l'energia liberata 
dall'ossidazione viene conservata sotto forma di ATP da utilizzare 
nella contrazione del muscolo e in altre reazioni metaboliche che 
richiedono energia. 


di isozimi (diversi isozimi sono specifici per acidi grassi 
a catena corta, media o lunga) presenti nella membrana 
mitocondriale esterna, le acil-CoA sintetasi, che cataliz- 
zano la reazione generale: 


Acido grasso + CoA + ATP + acil-CoA + AMP + PP; 


L’acil-CoA sintetasi catalizza la formazione di un legame 
tioestere tra il gruppo carbossilico dell’acido grasso e il 
gruppo tiolico del coenzima A, formando un acil-CoA; 
contemporaneamente, l’ATP subisce una scissione in AMP 
e PP;. (Come abbiamo già detto nel Capitolo 13, l'energia 
libera rilasciata dalla scissione di un legame fosfoanidri- 
dico dell'ATP può essere accoppiata alla formazione di un 
altro composto ad alta energia; pagina 538.) La reazione 
avviene in due tappe e coinvolge la formazione di un in- 
termedio acil-adenilato (Figura 17.5). 

Gli acil-CoA, come l’acetil-CoA, sono composti ad al- 
ta energia; la loro idrolisi ad acidi grassi liberi e CoA ha 
una variazione di energia libera standard molto negativa 
(AG'° = —31 kJ/mole). La formazione degli acil-CoA è 
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CH0H resa favorevole dall’idrolisi di due legami ad alta energia 
HOT LS Giicuelo dell'ATP; il pirofosfato formato nella reazione di attivazio- 
| ne viene idrolizzato immediatamente da un secondo enzi- 
CERO ma, la pirofosfatasi inorganica (Figura 17.5 a sinistra), che 
i - ATP trascina la reazione precedente nella direzione della for- 
pi mazione dell’acil-CoA. La reazione complessiva è: 
> ADP 
Acido grasso + CoA + ATP+acil-CoA + AMP+2P; (171) 
(SE AG'° = —34kJ/mole 
HOT ia ? L-Glicerolo Gli acil-CoA formati sul lato citosolico della membrana 
CH, O—P_ 0° 3-fosfato mitocondriale esterna possono essere trasportati nel mito- 
i condrio per essere ossidati oppure utilizzati nel citosol per 
- NAD* sintetizzare i lipidi della membrana. Gli acidi grassi desti- 
dg nati all’ossidazione nei mitocondri sono legati transitoria- 
© NADH + H' mente al gruppo ossidrilico della carnitina, formando acil- 
CH,OH carnitina, la seconda reazione dello shuttle. 
| 
O ° T Diidrossiacetone THo 
CH_—0—P—0- fosfato CH3z N° CH, 7 CHo-C00° 
di CHs OH 
Carnitina 


triosio fosfato 
isomerasi 


Questa transesterificazione è catalizzata dalla carnitina 


H. 4° aciltrasferasi I presente sulla membrana mitocondriale 
? esterna. Non è stato ancora chiarito se l’acil-CoA passi at- 
H-C_0H 0 Rn traverso la membrana esterna, per essere convertito in este- 
-fosfat né Sa : 
le o— La 0- dist re della carnitina nello spazio intermembrana (Figura 176), 
Lu oppure se l’estere della carnitina si formi sulla faccia citoso- 
i, lica della membrana esterna, per essere poi trasferito attra- 
verso la membrana esterna nello spazio intermembrana. In 
SA ambedue i casi, il trasferimento nello spazio intermembra- 
1CO1lS1 A . 
na (lo spazio tra la membrana esterna e la membrana in- 
Figura 17.4 La via di ingresso nella glicolisi del glicerolo terna) avviene attraverso ampi pori (formati dalla proteina 
prodotto dalla demolizione dei triacilgliceroli. porina) nella membrana esterna. 
o) o) O 
[ I AI 
0—- Po O_ i O— P_ O— Adenosina 
O (CI O ATP 
Pi sd, . 
R— Ck Acido grasso 
N 
o, Lo ione carbossilato viene 
. adenililato dall’ATP, per formare 
pen © un acil-adenilato e il PP;. Il PP; 
viene immediatamente idrolizzato 
a due molecole di P;. 
I i 
] | fo P_ O—| Adenosina 
0 _ O—- 3 0° + R_ Gi 07 Acil-adenilato 
0- 0- 4 O (legato all’enzima) 
Figura 17.5 K} MECCANISMO 
Pirofosfato COASH Il gruppo tiolico del coenzima A n ONE dan diunacido 
Acil-CoA (2) attacca l’acil-adenilato i : . . 
pirofosfatasi sintetasi |> AMP (un’anidride mista), spiazzando grasso mun aciircoA La SA si 
inorganica PAMP e formando l’acil-CoA, un catalizzata dalla acil-CoA sintetasi e dalla 
O tioestere. pirofosfatasi inorganica. L'attivazione 
a) A . dell'acido grasso tramite la formazione 
2P; R_C Acil-CoA 
Vsc0A- dell'acil-CoA avviene in due stadi. La 
3 v bt: si reazione complessiva è fortemente 
AG'° = — 19 kJ/mole AG'° = —15 kJ/mole esoergonica. & Fatty Acyl-CoA Synthetase 
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Figura 17.6 Ingresso degli acidi grassi nei mitocondri attraverso 
iltrasportatore acil-carnitina/carnitina. Dopo la sua formazione 
sulla membrana mitocondriale esterna o nello spazio intermembrana, 
l'acil-carnitina passa nella matrice per diffusione facilitata, promossa 
dal trasportatore presente nella membrana interna. Nella matrice, il 
gruppo acilico viene trasferito al coenzima A mitocondriale liberando 


Lestere acil-carnitina attraversa la membrana mito- 
condriale interna, raggiungendo la matrice mediante una 
diffusione facilitata effettuata dal trasportatore acil- 
carnitina/carnitina presente nella membrana interna 
mitocondriale (Figura 17.6). 

Nella terza tappa, quella finale dello shuttle della car- 
nitina, il gruppo acilico viene trasferito enzimaticamente 
dalla carnitina al coenzima A intramitocondriale a opera 
della carnitina aciltrasferasi II. Questo isozima è loca- 
lizzato sulla faccia interna della membrana mitocondriale 
interna, dove rigenera l’acil-CoA, che viene rilasciato insie- 
me alla carnitina libera nella matrice (Figura 176). La car- 
nitina rientra nello spazio tra le due membrane attraverso 
il trasportatore acil-carnitina/carnitina. 

Il processo a tre tappe per il trasferimento degli acidi 
grassi nel mitocondrio - tioesterificazione con il CoA, trans- 
esterificazione con carnitina e successivo trasporto, infi- 
ne seconda transesterificazione con il CoA - ha l’effetto 
di mantenere separato il coenzima A citosolico da quello 
mitocondriale, in quanto essi hanno funzioni diverse nei 
due compartimenti. Il coenzima A mitocondriale è coin- 
volto nella degradazione ossidativa del piruvato, degli aci- 
di grassi e di alcuni amminoacidi, mentre il coenzima A ci- 
tosolico viene usato per la biosintesi degli acidi grassi (ve- 
di la Figura 21.10). Facil-CoA del compartimento citosoli- 
co può essere utilizzato per la sintesi di lipidi della mem- 
brana o può essere trasferito nella matrice mitocondriale 
per essere ossidato e produrre ATP La conversione del tio- 
estere nell’estere della carnitina indirizza la parte acilica 
al destino ossidativo. 

Il processo di ingresso nella matrice mitocondriale degli 
acidi grassi, mediato dalla carnitina, è la tappa limitante per 
l'ossidazione degli acidi grassi e, come si vedrà più avanti in 
questo capitolo, rappresenta un importante punto di regola- 
zione. Una volta all’interno dei mitocondri, l’acil-CoA è mo- 
dificato da un gruppo di enzimi della matrice mitocondriale. 
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la carnitina, che ritorna nello spazio intermembrana attraverso lo 
stesso trasportatore. L'aciltrasferasi | viene inibita dal malonil-CoA, il 
primo intermedio nella sintesi degli acidi grassi (vedi la Figura 21.2). 
Questa inibizione impedisce che sintesi e degradazione degli acidi 
grassi avvengano contemporaneamente. 
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SOMMARIO 17.1 
Digestione, mobilizzazione e trasporto 
degli acidi grassi 

e Gli acidi grassi dei triacilgliceroli forniscono agli ani- 
mali gran parte dell’energia ossidativa. I triacilglicero- 
li assunti con la dieta sono emulsionati con sali biliari 
nell’intestino tenue, idrolizzati dalle lipasi intestinali, 
assorbiti dalle cellule epiteliali intestinali, riconvertiti 
in triacilgliceroli e infine aggregati nei chilomicroni in- 
sieme a specifiche apolipoproteine. 

e I chilomicroni trasferiscono i triacilgliceroli ai tessuti, 
dove la lipoproteina lipasi rilascia gli acidi grassi libe- 
ri, consentendone l’accesso alle cellule. I triacilgliceroli 
conservati nel tessuto adiposo sono mobilizzati da una 
triacilglicerolo lipasi ormone-sensibile. Gli acidi gras- 
si rilasciati si legano all’albumina del siero e il sangue 
li trasferisce al cuore, ai muscoli scheletrici e ad altri 
tessuti che utilizzano gli acidi grassi come sostanza nu- 
triente. 

e Una volta all’interno della cellula, gli acidi grassi sono 
attivati sulla membrana mitocondriale esterna per esse- 
re convertiti nei tioesteri acil-CoA. Per poter essere os- 
sidato l’acil-CoA viene introdotto nei mitocondri in tre 
tappe, utilizzando lo shuttle della carnitina. 


Ossidazione degli acidi grassi 


Come si è già detto, l’ossidazione mitocondriale degli acidi 
grassi ha luogo in tre fasi (Figura 177). Nella prima fase - la 
B ossidazione - gli acidi grassi vanno incontro alla rimozio- 
ne ossidativa di unità bicarboniose sotto forma di acetil- 
CoA, iniziando dall’estremità carbossiterminale della ca- 
tena dall’acido grasso. Per esempio, l’acido palmitico a 16 
atomi di carbonio (palmitato a pH 7) subisce sette passag- 
gi della sequenza ossidativa, perdendo in ogni passaggio 
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Figura 17.7 Fasi dell’ossidazione degli acidi grassi. Fase 1: un 
acido grasso a catena lunga di atomi di carbonio viene ossidato, 
generando residui acetilici sotto forma di acetil-CoA. Questo processo 
è chiamato fi ossidazione. Fase 2: i gruppi acetilici vengono ossidati 

a CO, nel ciclo dell'acido citrico. Fase 3: gli elettroni che derivano 
dalle ossidazioni delle fasi 1 e 2 sono trasferiti all'O, tramite la 

catena respiratoria, fornendo l'energia necessaria alla sintesi di ATP 
attraverso la fosforilazione ossidativa. 


una unità bicarboniosa come acetil-CoA. Alla fine dei sette 
cicli, anche gli ultimi due atomi di carbonio del palmitato 
(in origine gli atomi C-15 e C-16) diventano acetil-CoA. Il ri- 
sultato complessivo è la conversione della catena a 16 atomi 
di carbonio del palmitato in otto molecole di acetil-CoA. Du- 
rante la formazione di ogni molecola di acetil-CoA vengono 
rimossi quattro atomi di idrogeno (due coppie di elettroni e 
quattro H*) dal gruppo acilico a opera della deidrogenasi. 
Nella seconda fase dell’ossidazione degli acidi grassi 
l’unità acetilica dell’acetil-CoA viene ossidata a CO, nel 
ciclo dell’acido citrico, anch’esso localizzato nella matrice 
dei mitocondri. L’acetil-CoA prodotto dall’ossidazione de- 
gli acidi grassi entra quindi in una via di ossidazione co- 
mune, percorsa anche dall’acetil-CoA derivato dal gluco- 
sio attraverso la glicolisi e l'ossidazione del piruvato (vedi 
la Figura 16.1). Le prime due fasi dell’ossidazione degli aci- 
di grassi riducono i trasportatori di elettroni NAD* e FAD 
a NADH e FADHy; nella terza fase questi coenzimi dona- 
no alla catena respiratoria dei mitocondri gli elettroni che 
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hanno ricevuto; attraverso questa via gli elettroni arrivano 
all’ossigeno con la concomitante fosforilazione di ADP ad 
ATP (Figura 177). Lenergia rilasciata dall’ossidazione de- 
gli acidi grassi viene quindi conservata sotto forma di ATP. 

Analizzeremo ora in dettaglio la prima fase dell’ossi- 
dazione degli acidi grassi, considerando prima il caso più 
semplice di un acido grasso saturo a numero pari di ato- 
mi di carbonio e poi i casi più complicati di un acido gras- 
so insaturo e di un acido grasso con un numero dispari di 
atomi di carbonio. Vedremo poi la regolazione dell’ossida- 
zione degli acidi grassi, i processi di f ossidazione che av- 
vengono in organelli diversi dai mitocondri e infine vedre- 
mo due casi più specifici del catabolismo degli acidi grassi, 
l'a ossidazione e l’w ossidazione. 


e La ossidazione degli acidi grassi saturi avviene 

in quattro reazioni 
Nella prima fase dell’ossidazione degli acidi grassi sono 
coinvolte quattro reazioni enzimatiche (Figura 17.8a). La 
prima è una deidrogenazione che produce un doppio le- 
game tra gli atomi di carbonio a e B (C-2 e C-3), formando 
un trans-A°-enoil-CoA. (Il simbolo A° indica la posizione 
del doppio legame; può essere utile a questo punto rivede- 
re la nomenclatura degli acidi grassi, pagina 369.) Il doppio 
legame appena formato è nella configurazione trans; men- 
tre gli acidi grassi presenti in natura normalmente hanno 
doppi legami nella configurazione cis. Vedremo il signifi- 
cato di questa differenza più avanti. 

Questa prima reazione è catalizzata da tre isozimi 
dell’acil-CoA deidrogenasi, ciascuno specifico per un am- 
bito di lunghezza della catena di acidi grassi. La deidroge- 
nasi degli acil-CoA a catena lunga (VLCAD) agisce su acidi 
grassi da 12 a 18 atomi di carbonio; l’isozima specifico per 
gli acidi grassi a catena media (MCAD) agisce su catene 
lunghe da 4 a 14 atomi di carbonio, l’isozima per gli acidi 
grassi a catena corta (SCAD) agisce su acidi grassi da 4 a 8 
atomi di carbonio. Tutti e tre gli isozimi sono flavoprotei- 
ne e hanno come gruppo prostetico il FAD (vedi la Figu- 
ra 13.27). Gli elettroni rimossi dall’acil-CoA sono trasferiti 
al FAD e la forma ridotta della deidrogenasi dona imme- 
diatamente questi elettroni a un trasportatore di elettro- 
ni della catena respiratoria mitocondriale, la flavoprotei- 
na che trasferisce elettroni (ETF) (vedi la Figura 19.8). 
Possidazione catalizzata dall’acil-CoA deidrogenasi è ana- 
loga a quella della succinato deidrogenasi del ciclo dell’aci- 
do citrico (pagina 663); in entrambe le reazioni gli enzimi 
sono legati alla membrana mitocondriale interna e intro- 
ducono nella molecola di un acido carbossilico un doppio 
legame tra gli atomi di carbonio a e f; il FAD è l’accettore 
degli elettroni che poi sono trasferiti alla catena respirato- 
ria e infine all’ossigeno, con la sintesi concomitante di cir- 
ca 1,5 molecole di ATP per coppia di elettroni. 

Nella seconda fase della p ossidazione degli acidi gras- 
si (Figura 178a) viene aggiunta al doppio legame del trans- 
A°-enoil-CoA una molecola d’acqua, formando lo stereoiso- 
mero L del p-idrossiacil-CoA (detto anche 3-idrossiacil- 
CoA). Questa reazione, catalizzata dall’enoil-CoA idrata- 
si, è formalmente analoga a quella della fumarasi nel ciclo 
dell’acido citrico, in cui viene aggiunta una molecola d’ac- 
qua a un doppio legame a-p (pagina 663). 
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Figura 17.8 La via di ossidazione degli acidi grassi 

(B ossidazione). (a) In ogni passaggio attraverso questa sequenza 
di quattro reazioni viene staccata dall'estremità carbossilica della 
catena dell'acido grasso - in questo caso il palmitato (C;g), entrato 
nella via come palmitil-CoA - un'unità acetilica (ombreggiata in 
rosa) sotto forma di acetil-CoA. (b) Altri sei passaggi producono altre 
sette molecole di acetil-CoA; la settima deriva dagli ultimi due atomi 
di carbonio della molecola di palmitato. In tutto si formano otto 
molecole di acetil-CoA. 


Nella terza fase, l’L-B-idrossiacil-CoA viene deidro- 
genato a p-chetoacil-CoA per mezzo della B-idrossia- 
cil-CoA deidrogenasi; il NAD* è l’accettore di elettro- 
ni. Questo enzima è del tutto specifico per lo stereoiso- 
mero L. Il NADH che si forma in questa reazione dona i 
suoi elettroni alla NADH deidrogenasi, un trasportato- 
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re di elettroni della catena respiratoria. Quando gli elet- 
troni passano dal NADH all’ossigeno nella catena respi- 
ratoria, si forma ATP da ADP La reazione catalizzata dal- 
la B-idrossiacil-CoA deidrogenasi è strettamente analoga 
alla reazione della malato deidrogenasi del ciclo dell’aci- 
do citrico (pagina 663). 

La quarta e ultima fase del ciclo di ossidazione degli 
acidi grassi è catalizzata dall’acil-CoA acetiltrasferasi 
(più nota con il nome di tiolasi), in cui il B-chetoacil-CoA 
reagisce con una molecola di coenzima A libero, staccan- 
do un frammento a due atomi di carbonio sotto forma di 
acetil-CoA dalla regione carbossiterminale dell'acido gras- 
so originale. altro prodotto della reazione è il tioestere 
dell’acido grasso con il coenzima A, ora accorciato di due 
atomi di carbonio (Figura 178a). Questa reazione viene 
detta anche tiolisi per analogia con il processo di idroli- 
si, in quanto il B-chetoacil-CoA viene scisso mediante una 
reazione con il gruppo tiolico del coenzima A. La reazio- 
ne di tiolisi è l'opposto della condensazione di Claisen (ve- 
di la Figura 13.4). 

Le ultime tre tappe di questa sequenza a quattro rea- 
zioni sono catalizzate da due gruppi di enzimi a seconda 
della lunghezza delle catene degli acidi grassi. Per gli aci- 
di grassi con 12 o più atomi di carbonio, le reazioni sono 
catalizzate da un complesso multienzimatico associato al- 
la membrana mitocondriale interna, la proteina trifun- 
zionale, TFP. Questo complesso è un eteroottamero con 
una composizione in subunità 04 By. Ogni subunità a ha 
due attività, l’enoil CoA idratasi e la B-idrossiacil-CoA dei- 
drogenasi; nelle subunità f si ha l’attività tiolasica. L’asso- 
ciazione di tre attività enzimatiche consente un incanala- 
mento dei substrati da un sito attivo all’altro, senza che es- 
si diffondano fuori dalla superficie dell'enzima. Quando 
il complesso TFP ha accorciato la catena dell’acido grasso 
fino a 12 atomi di carbonio o meno, l'ulteriore ossidazio- 
ne viene catalizzata da un gruppo di quattro enzimi solu- 
bili presenti nella matrice mitocondriale. 

Come abbiamo già visto in precedenza, il legame sin- 
golo carbonio-carbonio che unisce i gruppi metilenici 
(—CH;—) negli acidi grassi è piuttosto stabile. La sequenza 
delle reazioni della B ossidazione è un efficace meccanismo 
per destabilizzare e rompere questo tipo di legame. Le pri- 
me tre reazioni della B ossidazione creano un legame C—C 
molto meno stabile, in cui il carbonio a (C-2) è legato a 
due atomi di carbonio carbonilici (l’intermedio B-chetoacil- 
CoA). La funzione chetonica presente sul carbonio ft (C-3) 
rende questo atomo un buon elettrofilo, tanto da subire 
l'attacco nucleofilo da parte del gruppo —SH del coenzi- 
ma A catalizzato dalla tiolasi. Facidità dell'idrogeno in a e 
la stabilizzazione per risonanza del carbanione generato 
dall’allontanamento di questo idrogeno rendono il gruppo 
terminale —CH;:—CO—S-CoA un buon gruppo uscente, 
facilitando la rottura del legame a-p. 

Abbiamo già incontrato una sequenza di reazioni pra- 
ticamente identica a questa che ossida gli acidi grassi nel 
ciclo dell’acido citrico, cioè le tappe che vanno dal succi- 
nato all’ossalacetato (vedi la Figura 16.7). Una sequenza 
di reazioni praticamente identica è presente anche nelle 
vie in cui gli amminoacidi a catena ramificata (isoleucina, 
leucina e valina) sono ossidati come combustibili metabo- 
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lici per ricavarne energia (vedi la Figura 18.28). La Figura 
179 mostra le caratteristiche comuni di queste tre sequen- 
ze di reazioni, che quasi certamente sono un esempio del- 
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palmitil-CoA, generando otto molecole di acetil-CoA (Fi- 
gura 17.8b). L'equazione complessiva è: 


la conservazione di un meccanismo per duplicazione ge- 
nica e di evoluzione di una nuova specificità nei prodotti 
enzimatici dei geni duplicati. 


Palmitil-CoA + 7 CoA + 7 FAD + 7 NAD' +7H,0 > 
8 acetil-CoA + 7 FADH; + 7 NADH +7 H* 


(173) 


Ogni molecola di FADH, formata durante l'ossidazione 


degli acidi grassi dona una coppia di elettroni alla pro- 


e Lequattro reazioni della f3 ossidazione si ripetono 
formando acetil-CoA e ATP 

In un unico passaggio attraverso la sequenza di reazioni 
della p ossidazione degli acidi grassi vengono rimosse dal- 
la catena dell’acil-CoA due coppie di elettroni, quattro pro- 
toni (H*) e una molecola di acetil-CoA; la catena acilica 
originale si accorcia di due atomi di carbonio. L'equazione 
complessiva di un passaggio, che inizia nel nostro esempio 
dall’estere del palmitato con il coenzima A, è: 


Palmitil-CoA + CoA + FAD + NAD*+ H)0 > 


miristil-CoA + acetil-CoA + FADH, + NADH +H* (172) 


Dopo la rimozione della prima unità di acetil-CoA dal pal- 
mitil-CoA, il nuovo tioestere del coenzima A contiene una 
catena acilica accorciata, in questo caso un acile a 14 ato- 
mi di carbonio (il miristile). Il miristil-CoA entra nella se- 
quenza di reazioni della B ossidazione subendo quattro 
reazioni, identiche alla prima, che producono una secon- 
da molecola di acetil-CoA e il lauril-CoA, un tioestere del 
coenzima A con l’acile laurile a 12 atomi di carbonio. Com- 
plessivamente sono necessari sette cicli della sequenza di 


reazioni della f ossidazione per ossidare una molecola di ti nella gobba. 
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Figura 17.9 Una sequenza di reazioni conservata per 
l'introduzione di un gruppo funzionale carbonilico sul carbonio 

f rispetto a un gruppo carbossilico. La } ossidazione degli acil-CoA 
degli acidi grassi, la conversione del succinato in ossalacetato nel ciclo 


teina ETF della catena respiratoria; circa 1,5 molecole di 
ATP sono generate nel successivo trasferimento degli elet- 
troni all’ossigeno accoppiato alla fosforilazione ossidativa. 
Ogni molecola di NADH porta una coppia di elettroni al- 
la NADH deidrogenasi mitocondriale, e il trasferimento 
di questa coppia di elettroni all'O, produce circa 2,5 mo- 
lecole di ATP Quindi si formano quattro molecole di ATP 
per ogni unità bicarboniosa che viene staccata da una se- 
quenza di reazioni della f ossidazione. Si noti che in que- 
sto processo viene prodotta anche acqua. Il trasferimento 
degli elettroni dal NADH e dal FADH, all’ossigeno produ- 
ce una molecola di acqua per ogni coppia di elettroni. La 
riduzione dell'ossigeno da parte del NADH consuma anche 
uno ione H* per NADH ossidato: NADH + H +10, > 
NAD* + H;0. Negli animali in letargo l'ossidazione de- 
gli acidi grassi fornisce quindi energia metabolica, calore 
e acqua, tutti essenziali per la sopravvivenza di un orga- 
nismo che non mangia e non beve per un periodo molto 
lungo (Box 171). I cammelli riescono a integrare la scar- 
sa quantità di acqua disponibile nel loro ambiente na- 
turale tramite l'ossidazione dei grassi di riserva presen- 
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dell'acido citrico e l'ossidazione degli scheletri carboniosi deamminati 
di isoleucina, leucina e valina per ottenere energia utilizzano la stessa 
sequenza di reazioni. 
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Box 17.1 _Gliorsi ossidano i loro grassi durante il letargo 


Molti animali utilizzano le loro scorte di grasso per pro- 
durre energia durante il letargo, le migrazioni o in altre 
situazioni in cui si hanno modificazioni metaboliche ra- 
dicali. Una di queste modificazioni a cui va incontro il 
metabolismo dei grassi avviene nell’orso grizzly durante 
il letargo. Gli orsi restano in uno stato di dormiveglia per 
circa sette mesi. A differenza della maggior parte delle 
specie animali che vanno in letargo, l’orso mantiene la 
sua temperatura corporea a valori tra i 32 °C e i 35 °C, 
molto vicino ai valori normali (del periodo di attività). 
Anche se in questa condizione l’orso consuma circa 
25 000 kJ al giorno (6000 Kcal al giorno), l’animale non 
mangia, non beve, non urina e non defeca per tutta la 
durata del letargo. 

Alcuni studi sperimentali hanno dimostrato che il grizzly 
usa il grasso corporeo come unica fonte di energia nel 
periodo di letargo. L’ossidazione del grasso produce una 
quantità di energia sufficiente a mantenere costante 
la temperatura corporea, ad attivare la sintesi di pro- 
teine e amminoacidi per svolgere altre attività energia- 
dipendenti, come per esempio il trasporto attraverso 
le membrane. Come si è detto nel testo, l’ossidazione 
del grasso produce anche grandi quantità di acqua, che 
rimpiazza quella persa durante la respirazione. Inoltre, 
la demolizione dei triacilgliceroli produce glicerolo, che 
viene convertito in glucosio tramite la gluconeogenesi. 
L’orso riassorbe a livello renale e ricicla anche l’urea 
che si forma dalla degradazione degli amminoacidi, e i 
gruppi amminici recuperati sono utilizzati per costruire 
nuovi amminoacidi per la sintesi di proteine corporee. 
Gli orsi accumulano un'enorme quantità di grasso pro- 


La reazione complessiva dell’ossidazione del palmitil- 
CoA a otto molecole di acetil-CoA, compreso il trasferimen- 
to degli elettroni all’ossigeno e la fosforilazione ossidativa, è: 


Palmitil-CoA + 7 CoA + 7 O; + 28 P; + 23 ADP> 
8 acetil-CoA + 28 ATP+7H;0 (174) 


e  L'acetil-CoA può essere ossidato ulteriormente nel ciclo 
dell'acido citrico 

P’acetil-CoA prodotto dall’ossidazione degli acidi grassi può 

essere ossidato a CO; e H;0 nel ciclo dell’acido citrico. La 

reazione riportata di seguito rappresenta il processo com- 

pleto della seconda fase dell’ossidazione del palmitil-CoA, 

sommata alla fosforilazione ossidativa, cioè alla terza fase: 


8 Acetil-CoA + 16 O; + 80 P; + 80 ADP+> 
8 CoA + 80 ATP + 16 CO; + 16H;0 (175) 


Combinando le reazioni 174 e 175, possiamo ottenere la 
reazione complessiva di ossidazione del palmitil-CoA ad 
anidride carbonica e acqua: 


Palmitil-CoA + 23 O; + 108 P; + 108 ADP+ 
CoA + 108 ATP + 16 CO; + 23H:0 (176) 


Nella Tabella 171 è riportata la resa in molecole di 
NADH, FADH,; e ATP prodotte nelle varie tappe di ossi- 


prio in previsione del lungo periodo di letargo. Di solito 
un animale adulto consuma circa 38 000 kJ al giorno 
in primavera e in estate, ma quando l’inverno si avvi- 
cina, in risposta a secrezioni ormonali indotte dalle 
variazioni stagionali l’orso arriva a mangiare fino a 20 
ore al giorno, assumendo giornalmente più di 84 000 k]. 
Durante questo periodo di ingrassamento, la maggior 
parte dei carboidrati ingeriti viene utilizzata per la sintesi 
dei triacilgliceroli. Anche altre specie animali, comprese 
quelle che interrompono periodicamente il sonno come 
il ghiro, accumulano grandi quantità di grasso corporeo 
prima del letargo. 


Un orso grizzly prepara la tana per il letargo, vicino al McNeil River 
in Canada. 


dazione del palmitil-CoA. Poiché l’attivazione del palmi- 
tato a palmitil-CoA rompe entrambi i legami fosfoanidride 
dell’ATP (vedi la Figura 175), il costo energetico per l’at- 
tivazione di un acido grasso corrisponde a due molecole 
di ATP; il guadagno netto che si ha dall’ossidazione di una 
molecola di palmitato è di 106 molecole di ATP La varia- 
zione di energia libera standard dell’ossidazione del pal- 
mitato a CO; e H;0 è di circa 9800 kJ/mole. Nelle condi- 
zioni standard vengono recuperate sotto forma di legami 
ad alta energia dell'ATP 106 X 30,5 kJ/mole = 3230 kJ/ 
mole (circa il 33% del massimo teorico). Quando la varia- 
zione di energia libera viene calcolata usando le concen- 
trazioni reali dei reagenti e dei prodotti nelle condizioni 
intracellulari (vedi l’Esercizio svolto 13.2, pagina 534), il 
recupero di energia libera viene a essere superiore al 60%; 
la conservazione di energia è quindi un processo notevol- 
mente efficiente. 


e  L'ossidazione degli acidi grassi insaturi richiede 

altre due reazioni 
La sequenza delle reazioni per l'ossidazione degli acidi gras- 
si appena descritta è tipica degli acidi grassi saturi (cioè 
quelli che hanno nella loro catena alchilica solo legami sin- 
goli). Molti degli acidi grassi dei triacilgliceroli e dei fosfo- 
lipidi degli animali e delle piante sono però insaturi, cioè 
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BM Tabella 17.1 Resa in ATP durante l'ossidazione del palmitil-CoA a CO, e H,0 


Enzima che catalizza 
la tappa ossidativa 


Numero di molecole di NADH 
o di FADH; formate 


Numero di molecole 
di ATP prodotte* 


Acil-CoA deidrogenasi 7 FADH, 10,5 
B-Idrossiacil-CoA deidrogenasi 7 NADH 175 
Isocitrato deidrogenasi 8 NADH 20 
a-Chetoglutarato deidrogenasi 7 NADH 20 
Succinil-CoA sintetasi 8Ì 
Succinato deidrogenasi 8 FADH; 12 
Malato deidrogenasi 8 NADH 20 
Totale 108 


* Questi valori sono calcolati considerando che la fosforilazione ossidativa mitocondriale produca 1,5 molecole di ATP per ogni 


FADH; ossidato e 2,5 molecole di ATP per NADH ossidato. 


+ Il GTP che si forma in questa tappa produrrà una molecola di ATP, tramite la reazione catalizzata dalla nucleoside difosfa- 


to chinasi (p. 541). 


possiedono uno o più doppi legami. Questi legami sono nel- 
la configurazione cis e sono resistenti all’azione dell’enoil- 
CoA idratasi, l'enzima che catalizza l'aggiunta di acqua al 
doppio legame trans del A°-enoil-CoA prodotto dalla f ossi- 
dazione. Sono necessari altri due enzimi per la f} ossidazio- 
ne degli acidi grassi insaturi: una isomerasi e una reduttasi. 
Queste reazioni ausiliarie sono meglio illustrate se prendia- 
mo in considerazione due esempi specifici. 

Poleato è un acido grasso a 18 atomi di carbonio mo- 
noinsaturo, con il doppio legame cis tra gli atomi C-9 e C-10 
(indicato con A°) molto abbondante in natura. Nella prima 
tappa di ossidazione l’oleato viene convertito in oleil-CoA 
e, come gli acidi grassi saturi, entra nella matrice mitocon- 
driale attraverso lo shuttle della carnitina (Figura 176). Lo- 
leil-CoA va incontro a tre cicli della sequenza di reazioni 


—_9 VA 
18 n ri 0, 
di sa S-CoA 
Oleoil-CoA 
ossidazione 
(tre cicli) N, 3 Acetil-CoA 
H H l0) 
9 e, 
“7 VS-C0A 
cis-A3- 
Dodecenil-CoA 
A°,A°-enoil-CoA isomerasi 
(0) 
1, 
a ag 
12 n T S-CoA 
a trans-A°- 


Dodecenil-CoA 
B ossidazione 
(cinque cicli) 


w 


6 Acetil-CoA 


della B ossidazione formando tre molecole di acetil-CoA e 
un tioestere con il CoA dell’acido grasso a 12 atomi di car- 
bonio A° insaturo il cis-A-dodecenil-CoA (Figura 17.10). 
Questo composto non può subire un altro ciclo della B os- 
sidazione, in quanto l’enzima che dovrebbe agire, cioè l’e- 
noil-CoA idratasi, riconosce soltanto doppi legami trans. 
Penzima ausiliario A3, A?-enoil-CoA isomerasi conver- 
te il cis-A*-enoil-CoA nell’isomero trans-A°-enoil-CoA che 
viene convertito dall’enoil-CoA idratasi nel corrispondente 
L-B-idrossiacil-CoA (trans-A°-dodecenil-CoA). Questo inter- 
medio può ora proseguire nella sequenza di reazioni della B 
ossidazione formando acetil-CoA e un tioestere con il coen- 
zima A dell’acido grasso saturo a 10 atomi di carbonio (de- 
canil-CoA). Mediante altri quattro passaggi attraverso la se- 
quenza di reazioni della ossidazione, anche quest’ultimo 
composto viene convertito in cinque molecole di acetil-CoA; 
partendo da una molecola di oleato a 18 atomi di carbonio 
si sono ottenute nove molecole di acetil-CoA. 

Per l’ossidazione degli acidi polinsaturi, per esempio 
il linoleato, un acido grasso a 18 atomi di carbonio che ha 
una configurazione cis-A° cis-A! è necessario un altro en- 
zima ausiliario (una reduttasi) (Figura 17.11). Il linoleil- 
CoA va incontro a tre cicli di B ossidazione formando tre 
molecole di acetil-CoA e un tioestere con il CoA di acido 
grasso insaturo a 12 atomi di carbonio, con una configu- 
razione cis-A* cis-A°. Questo intermedio non può essere 
utilizzato dagli enzimi della } ossidazione; i suoi doppi 
legami sono nella posizione non corretta e hanno la con- 
figurazione sbagliata (cis, invece che trans). L'azione com- 
binata dell’enoil-CoA isomerasi e della 2,4-dienoil-CoA 
reduttasi, come mostrato nella Figura 17.11, consente a 
questo intermedio di rientrare nella via della } ossida- 
zione e di essere degradato a sei molecole di acetil-CoA. 
Il risultato complessivo è la conversione del linoleato in 
nove molecole di acetil-CoA. 


Figura 17.10 Ossidazione di un acido grasso monoinsaturo. 
Questo esempio si riferisce all'acido oleico, sotto forma di oleil-CoA 
(A?). L'ossidazione richiede un altro enzima, l'enoil-CoA isomerasi, che 
modifica la posizione del doppio legame convertendo l'isomero cis 
nell'isomero trans, l'intermedio normale della } ossidazione. 
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Figura 17.11 Ossidazione di un acido grasso poliinsaturo. 
Questo esempio si riferisce all’acido linoleico, sotto forma di linoleil- 
CoA (A°2). L'ossidazione richiede, oltre all'enoil-CoA isomerasi, un 
secondo enzima ausiliario: la 2,4-dienoil-CoA reduttasi NADPH- 
dipendente. L'azione combinata di questi due enzimi converte 
l'intermedio trans-A?,cis-A*-dienoil-CoA in trans-A?-enoil-CoA, 
substrato necessario alla B ossidazione. 


e  L'ossidazione completa degli acidi grassi con numero 
dispari di atomi di carbonio richiede altre tre reazioni 
La maggior parte dei lipidi presenti in natura contiene 
acidi grassi con un numero pari di atomi di carbonio, 
mentre gli acidi grassi a catena dispari sono presenti in 
quantità significative nei lipidi delle piante e in alcuni 
organismi marini. I ruminanti producono grandi quan- 
tità dell’acido a tre atomi di carbonio acido propionico 
(propionato, CH: —CH,—C00O ), durante la fermenta- 
zione dei carboidrati nel rumine. Il propionato viene as- 
sorbito nel sangue e ossidato nel fegato e in altri tessuti. 
Piccole quantità di propionato sono addizionate a certi 
tipi di pane e di cereali per bloccare la crescita di muffe; 
in questo modo il propionato entra a far parte della die- 
ta dell’uomo. 
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Gli acidi grassi a catena lunga con un numero dispa- 
ri di atomi di carbonio sono ossidati nello stesso modo 
degli acidi grassi a catena pari, iniziando dall’estremità 
carbossilica della catena. Il substrato che entra nell’ulti- 
mo ciclo della B ossidazione è però un acido grasso a cin- 
que atomi di carbonio. Quando viene ossidato e poi scis- 
so in due frammenti, i prodotti sono da una parte l’ace- 
til-CoA e dall’altra il propionil-CoA. Lacetil-CoA viene 
poi ossidato nel ciclo dell’acido citrico, mentre il propio- 
nil-CoA entra in una via insolita, costituita da tre reazio- 
ni enzimatiche. 

Il propionil-CoA viene carbossilato, formando lo stereoi- 
somero D del metilmalonil-CoA (Figura 1712) a opera del- 
la propionil-CoA carbossilasi, che contiene come cofatto- 
re la biotina. In questa reazione enzimatica, come in quella 
della piruvato carbossilasi (vedi la Figura 16.17), la CO; (0 
la sua forma ionica idratata HCO; ) viene attivata dal lega- 
me alla biotina e poi trasferita al substrato, in questo caso 
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L-Metilmalonil-CoA Succinil-CoA 
Figura 17.12 Ossidazione del propionil-CoA prodotto dalla 

p ossidazione degli acidi grassi a catena dispari. Il metabolismo del 
propionil-CoA coinvolge prima una carbossilazione del propionil-CoA 
con formazione di p-metilmalonil-CoA, e poi la produzione di succinil- 
CoA. Quest'ultima tappa richiede l'epimerizzazione del metilmalonil- 
CoA, che passa dalla forma p alla forma L, seguita da una reazione 
insolita in cui si ha uno scambio di sostituenti fra atomi di carbonio 
adiacenti (vedi il Box 17.2). 
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Figura 17.13 Regolazione coordinata della sintesi e della 
demolizione degli acidi grassi. Quando nella dieta sono presenti 
carboidrati come sostanze nutrienti, la B ossidazione degli acidi 
grassi non è necessaria e perciò viene inibita. La coordinazione del 
metabolismo degli acidi grassi è operata da due enzimi: l'acetil-CoA 
carbossilasi (ACC), il primo enzima nella sintesi degli acidi grassi (vedi 
la Figura 21.1), e la carnitina aciltrasferasi I, che limita il trasporto di 
acidi grassi nella matrice mitocondriale per la B ossidazione (vedi la 
Figura 17.6). L'ingestione di un pasto ad alto contenuto di carboidrati 
innalza il livello di glucosio nel sangue e determina @ il rilascio di 
insulina. @ La proteina fosfatasi insulino-dipendente defosforila ACC, 
attivandola. ©® ACC catalizza la formazione di malonil-CoA (il primo 


il propionato. La formazione dell’intermedio carbossibioti- 
na richiede energia, fornita dalla scissione dell’ATP in ADP 
e P;. Il p-metilmalonil-CoA viene poi epimerizzato enzima- 
ticamente nello stereoisomero L dalla metilmalonil-CoA 
epimerasi (Figura 1712). EL-metilmalonil-CoA va incontro 
a un riarrangiamento intramolecolare, formando succinil- 
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intermedio della sintesi degli acidi grassi) e @ il malonil-CoA inibisce 
la carnitina aciltrasferasi I, impedendo così l'ingresso di acidi grassi 
nella matrice mitocondriale. Quando tra i pasti il livello di glucosio 
nel sangue si riduce @, la secrezione di glucagone attiva la proteina 
chinasi cAMP-dipendente (PKA) che @ fosforila e inattiva ACC. La 
concentrazione di malonil-CoA così diminuisce, l'ingresso degli acidi 
grassi nel mitocondrio non è più inibito e gli acidi grassi @ entrano 
nella matrice mitocondriale @, divenendo il combustibile principale. 
Il glucagone innesca anche la mobilizzazione degli acidi grassi nel 
tessuto adiposo; comincia così ad arrivare attraverso il sangue un 
approvvigionamento di acidi grassi. 


CoA, che entra nel ciclo dell’acido citrico. Questo riarran- 
giamento è catalizzato dalla metilmalonil-CoA mutasi, en- 
zima che richiede come coenzima la 5'-deossiadenosilco- 
balammina, o coenzima B:, derivato dalla vitamina Biz 
(cobalammina). Il Box 172 descrive il ruolo del coenzima 
B,, in questa importante reazione di scambio. 


Box 17.2 Il coenzima B,,: una soluzione radicale a un problema complesso 


Nella reazione della metilmalonil-CoA mutasi (vedi la 
Figura 17.12) il gruppo —CO—S-CoA sull’atomo C-2 
della molecola del propionato originale scambia la sua 
posizione con un atomo di idrogeno sull’atomo C-3 della 
stessa molecola (Figura 1a). Il coenzima B; è il cofattore 


(a) H H o H H 
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HG =a-* H—-C_—C—C 
; i 0-  metilmalonil-CoA | c, Vo- 
DES mutasi 75 
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L-Metilmalonil-CoA Succinil-CoA 


coenzima B,, | | 


Figura 1 


di questa reazione e per quasi tutti gli enzimi che cata- 
lizzano reazioni di questo tipo (Figura 1b). 

Queste reazioni che dipendono dal coenzima B;; sono 
in biologia tra le poche reazioni enzimatiche in cui si 
ha uno scambio di un gruppo alchilico o di un gruppo 
alchilico sostituito (X) con un atomo di idrogeno di un 
carbonio adiacente, senza che si abbia mescolamento dell’a- 
tomo di idrogeno trasferito con quelli del solvente (l’acqua). 
Come è possibile che un atomo di idrogeno si sposti da 
un atomo di carbonio a un altro senza doversi mescolare 
con l’enorme quantità di atomi di idrogeno presenti nel 
solvente? 

Il coenzima B,; è la forma coenzimatica della vitamina 
B,, l’unica vitamina che oltre a essere una molecola or- 
ganica complessa, contiene anche il cobalto, un elemento 
essenziale presente in tracce nell'organismo. Il sistema 


dell’anello corrinico della vitamina B,; (colorato in blu 
> (segue) 
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nella Figura 2), a cui è coordinato uno ione cobalto (Co**), 
è chimicamente correlato all’anello porfirinico dell’eme e 
delle emoproteine (vedi la Figura 5.1). La quinta posizione 
di coordinazione del cobalto è occupata da un ribonucleo- 
tide che ha come base il dimetilbenzimidazolo (ombreg- 
giato in giallo), legato covalentemente con il suo gruppo 
fosfato in posizione 3' a una catena laterale dell’anello 
corrinico, mediante un gruppo amminoisopropanolico. 
La formazione di questo cofattore complesso (Figura 3) è 
uno dei due unici casi conosciuti in cui il gruppo trifosfato 
viene scisso dall’ATP; l’altro caso è la formazione dell’S-ade- 
nosilmetionina da ATP e metionina (vedi la Figura 18.18). 
La vitamina B,; isolata viene detta cianocobalammina, 
in quanto contiene un gruppo cianidrico (inserito du- 
rante la purificazione) legato alla sesta posizione di 
coordinazione del cobalto. Nella 5’-deossiadenosilcoba- 
lammina, il cofattore della metilmalonil-CoA mutasi, il 
gruppo cianidrico viene sostituito con un gruppo 5’-de- 
ossiadenosilico (in rosso nella Figura 2) legato covalen- 
temente al cobalto mediante l’atomo di carbonio C-5'. La 
struttura tridimensionale del cofattore è stata determi- 
nata da studi ai raggi X compiuti da Dorothy Crowfoot 
Hodgkin nel 1956. 


5'-Deossi- 
adenosina 


Dimetil- 
benzimidazolo 
ribonucleotide 


Figura 2 [2 
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La chiave per comprendere come il coenzima B,; abbia 
la capacità di catalizzare lo scambio di idrogeno sta nelle 
proprietà del legame covalente tra il cobalto e l'atomo di 
carbonio C-5' del gruppo deossiadenosilico (Figura 2). 
Questo legame è relativamente debole; la sua energia di 
dissociazione è di circa 110 kJ/mole, molto bassa se con- 
frontata con quella di un tipico legame C—C (348 kJ/mole) 
o di un legame C—H (414 kJ/mole). La semplice illumi- 
nazione di questo composto con luce visibile è sufficiente 
a rompere il legame Co—C. (Questa estrema fotolabilità 
spiega forse il fatto che le piante non contengono vitamina 
B,.) La rottura del legame produce un radicale 5'-deos- 
siadenosilico e una forma della vitamina con il cobalto 
bivalente (Co?*). 

La funzione chimica della 5'-deossiadenosilcobalammina 
è quella di generare radicali liberi, che danno inizio a 
una serie di trasformazioni 
del tipo di quelle illustrate 
nella Figura 4, in cui è rap- 
presentato il meccanismo 
catalitico proposto per la 
metilmalonil-CoA mutasi e 
per un certo numero di altre 
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trasformazioni chimiche dipendenti dal coenzima B;2. 
Secondo il meccanismo proposto, l'atomo di idrogeno 
che migra non si trova mai sotto forma di specie libera, 
e quindi non si può mai scambiare con l’idrogeno delle 
molecole d’acqua circostanti. 


La carenza di vitamina Bj; provoca gravi ma- 
lattie. Essa non viene sintetizzata né dalle 

piante né dagli animali, ma solo da un limitato 
numero di microrganismi. Per le persone sane ne sono 
necessari solo pochi microgrammi al giorno (circa 3), 
ma l'incapacità di assorbire vitamina B; nell’intestino, 
dove viene sintetizzata da batteri intestinali o ricavata 
dalla digestione della carne, porta all’anemia perni- 
ciosa. Negli individui colpiti da questa malattia non 
viene prodotta in quantità sufficiente una glicoproteina, 
detta fattore intrinseco, essenziale per l'assorbimento 
di questa vitamina. La patologia dell’anemia perniciosa 
comprende una riduzione del numero degli eritrociti, 
bassi livelli di emoglobina e una progressiva disfunzione 
del sistema nervoso centrale. La somministrazione di 
grandi dosi di vitamina B; allevia questi sintomi, al- 
meno in alcuni casi. O 
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e  L'ossidazione degli acidi grassi è regolata rigidamente 
Poiché l'ossidazione degli acidi grassi consuma sostanze 
nutrienti importanti, questo processo è sottoposto a rego- 
lazione in modo che si possa attivare solo quando la cellula 
richiede energia. Nel fegato, gli acil-CoA sintetizzati a livel- 
lo citosolico possono andare incontro a due destini: (1) la 
B ossidazione da parte di enzimi presenti nei mitocondri, 
oppure (2) la conversione a triacilgliceroli o fosfolipidi da 
parte di enzimi presenti nel citosol. La via metabolica scel- 
ta dipende dalla velocità di trasferimento degli acil-CoA a 
catena lunga nei mitocondri. Il processo a tre tappe (shut- 
tle della carnitina) che trasferisce gli acili dal citosol nel- 
la matrice mitocondriale (Figura 17.6) limita la velocità di 
ossidazione degli acidi grassi e rappresenta un importante 
punto di regolazione. Una volta entrato nella matrice mi- 
tocondriale l'acido grasso è ormai destinato all’ossidazio- 
ne ad acetil-CoA. 

La concentrazione del malonil-CoA, il primo interme- 
dio della biosintesi citosolica degli acidi grassi a catena lun- 
ga a partire dall’acetil-CoA (vedi la Figura 21.2), aumenta 
quando l’animale è ben rifornito di carboidrati. l'eccesso di 
glucosio, che non può essere ossidato o conservato sotto for- 
ma di glicogeno, viene convertito in acidi grassi che sono poi 
conservati come triacilgliceroli. L’inibizione della carnitina 
aciltrasferasi I da parte del malonil-CoA (Figura 1713) assi- 
cura che l’ossidazione degli acidi grassi sia inibita quando il 
fegato dispone di molto glucosio come combustibile e quan- 
do sta sintetizzando triacilgliceroli dall’eccesso di zucchero. 


f 
—00C— CHo—-C— S-CoA 
Malonil-CoA 


Due degli enzimi coinvolti nella } ossidazione sono re- 
golati anche da meccanismi che segnalano un’abbondanza 
energetica. Quando il rapporto [NADH]/[NAD'] è eleva- 
to, la B-idrossiacil-CoA deidrogenasi viene inibita; inoltre 
concentrazioni elevate di acetil-CoA inibiscono la tiolasi. 

Come abbiamo visto nel Capitolo 15, durante l’eserci- 
zio fisico intenso, o durante il digiuno, la diminuzione della 
[ATP] e l'aumento della [AMP] attivano ’AMPK, una chi- 
nasi attivata dall’AMP Questo enzima fosforila molti enzi- 
mi bersaglio, fra cui l’acetil-CoA carbossilasi che catalizza 
la sintesi del malonil-CoA. La fosforilazione inibisce l’acetil- 
CoA carbossilasi e determina una diminuzione della con- 
centrazione del malonil-CoA, rimuovendo l’inibizione del 
trasporto dell’acil-carnitina nei mitocondri (Figura 1713); 
la B ossidazione può così riprendere e contribuisce a ripri- 
stinare i livelli di ATP 


e |fattoriditrascrizione attivano la sintesi delle proteine 
deputate al catabolismo dei lipidi 

Oltre ai vari meccanismi di regolazione a breve termine, 
che regolano l’attività degli enzimi presenti nella cellula, 
la regolazione della trascrizione può modificare il nume- 
ro delle molecole enzimatiche coinvolte nell’ossidazione 
degli acidi grassi per tempi più lunghi, cioè pari a minuti 
o ore. La famiglia dei recettori nucleari PPAR compren- 
de fattori di trascrizione che regolano molti processi me- 
tabolici in risposta a vari ligandi a struttura simile agli aci- 
di grassi (in origine erano stati individuati come peroxiso- 
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me proliferator-activated receptors, cioè recettori attivati dal 
proliferatore dei perossisomi, ma successivamente si è vi- 
sto che hanno una diffusione più ampia). Il PPARa agisce 
nel muscolo, nel tessuto adiposo e nel fegato, dove attiva 
una serie di geni essenziali per l’ossidazione, tra cui i geni 
per il trasportatore degli acidi grassi, la carnitina aciltra- 
sferasi I e II, l’acil-CoA deidrogenasi per le catene aciliche 
a catena corta, media, e lunga, e altri enzimi correlati. La 
risposta si innesca quando in una cellula o in un organismo 
aumenta la richiesta di energia tramite il catabolismo dei 
lipidi, per esempio nell’intervallo tra i pasti, o in condizio- 
ni di digiuno. Il glucagone, che viene rilasciato in risposta 
a una diminuzione del livello ematico del glucosio, agisce 
tramite il CAMP e il fattore di trascrizione CREB e attiva 
alcuni geni del catabolismo dei lipidi. 

Un’altra condizione che è accompagnata da notevoli 
variazioni dell’espressione degli enzimi dell’ossidazione 
degli acidi grassi è la transizione dal metabolismo cardia- 
co fetale a quello neonatale. Nel feto, i principali combu- 
stibili metabolici sono il glucosio e il lattato, nel neonato 
sono invece gli acidi grassi. Al momento della transizione, 
il PPARa viene attivato e aumenta l’espressione di geni es- 
senziali per il metabolismo degli acidi grassi. Come si vedrà 
nel Capitolo 23, due altri fattori di trascrizione della fami- 
glia dei PPAR hanno un ruolo di attivatori per altri enzimi 
- e quindi di altre attività metaboliche - in tessuti specifi- 
ci e in tempi ben precisi (vedi la Figura 23.42). 

La sede principale dell’ossidazione degli acidi grassi 
a riposo, ma anche durante l’esercizio fisico, è il muscolo 
scheletrico. L'allenamento agli sport di resistenza aumenta 
l’espressione del PPARa nel muscolo e quindi i livelli de- 
gli enzimi coinvolti nell’ossidazione degli acidi grassi e la 
capacità ossidativa muscolare. 


e Difetti genetici negli enzimi acil-CoA deidrogenasi 
provocano gravi patologie 


I triacilgliceroli rappresentano la principale fon- 
te energetica per la contrazione muscolare, per 

cui l’incapacità di ossidare acidi grassi dai tria- 
cilgliceroli provoca gravi danni alla salute. Il più comune 
difetto genetico del catabolismo degli acidi grassi nelle 
popolazioni degli Stati Uniti e del Nord Europa è causato 
da una mutazione nel gene che codifica la acil-CoA dei- 
drogenasi a catena intermedia (MCAD). Tra gli euro- 
pei, la frequenza di portatori (individui con questa mu- 
tazione recessiva su uno dei due cromosomi omologhi) è 
di circa 1 su 40 e circa un individuo su 10 000 presenta la 
patologia, ha cioè due copie dell’allele MCAD mutante ed 
è incapace di ossidare gli acidi grassi da 6 a 12 atomi di 
carbonio. La patologia è associata a ricorrenti episodi ca- 
ratterizzati da un accumulo di grassi nel fegato, elevati li- 
velli ematici di acido ottanoico (8:0), bassi livelli di glu- 
cosio nel sangue (ipoglicemia), sonnolenza, vomito e co- 
ma. L'analisi degli acidi organici presenti nelle urine ne 
facilita la diagnosi. Le urine di questi pazienti mostrano 
alti livelli di acidi bicarbossilici contenenti da 6 a 10 ato- 
mi di carbonio (prodotti dalla w ossidazione), ma bassi li- 
velli di corpi chetonici nelle urine (discuteremo la © 0s- 
sidazione più avanti, e i corpi chetonici nella Sezione 
17.3). Anche se gli individui affetti da questa patologia 
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possono non accusare sintomi tra un episodio e l’altro, gli 
episodi sono molto gravi; nella prima infanzia la morta- 
lità per questa malattia varia dal 25% al 60%. Se il difetto 
genetico viene diagnosticato tempestivamente dopo la 
nascita, il malato può essere sottoposto a una terapia ali- 
mentare a basso contenuto di grassi ed elevato contenu- 
to di carboidrati. Una precoce identificazione della ma- 
lattia e una dieta attenta, che prevede anche di non far 
trascorrere troppo tempo tra un pasto e l’altro per evita- 
re che l'organismo mobilizzi le sue riserve lipidiche per 
produrre energia, può migliorare la prognosi. 

Sono state documentate più di 20 malattie genetiche 
umane che coinvolgono difetti nel trasporto o nell’ossida- 
zione degli acidi grassi, la maggior parte delle quali molto 
meno comuni della MCAD. Una delle patologie più gravi è 
causata dalla perdita dell’attività B-idrossiacil-CoA deidro- 
genasica che agisce sugli acidi grassi a catena lunga presen- 
ti nella proteina trifunzionale TFP. Altre patologie sono do- 
vute al deficit delle subunità a o f che influenzano tutte e 
tre le attività del complesso TFP e causano gravi patologie 
cardiache e anomalie nel muscolo scheletrico. O 


e Lafossidazione avviene anche nei perossisomi 

Il sito principale di ossidazione degli acidi grassi nelle cel- 
lule animali è la matrice dei mitocondri, ma anche altri 
compartimenti di alcuni tipi di cellule contengono enzimi 
in grado di ossidare gli acidi grassi ad acetil-CoA median- 
te una via simile, ma non identica a quella dei mitocondri. 
Nelle cellule delle piante, il sito principale della pf ossida- 
zione non sono i mitocondri ma i perossisomi. 

Nei perossisomi, organelli circondati da membrana 
presenti nelle cellule degli animali e delle piante, gli in- 
termedi per l'ossidazione degli acidi grassi sono sempre 
derivati tioesteri del coenzima A e il processo è costituito 
da quattro tappe, come nella f} ossidazione mitocondria- 
le (Figura 17.14): (1) deidrogenazione, (2) aggiunta di una 
molecola di acqua al doppio legame, (3) ossidazione del 
B-idrossiacil-CoA a chetone, (4) scissione tiolica da parte 
del coenzima A. (Le stesse reazioni avvengono, come ve- 
dremo più avanti, anche nei gliossisomi.) 

La differenza tra la via perossisomiale e quella mito- 
condriale è a livello della prima tappa. Nei perossisomi, 
la flavoproteina deidrogenasi che genera il doppio legame 
passa direttamente gli elettroni all’ossigeno, formando 
H;0; (Figura 17.14) (motivo per cui sono chiamati peros- 
sisomi). Questo forte ossidante è potenzialmente dannoso 
e viene immediatamente scisso in H,0 e O, dalla catalasi. 
Nei mitocondri, invece, gli elettroni rimossi dalla prima 
fase ossidativa passano attraverso la catena respiratoria 
fino all’ossigeno e il prodotto che si forma è acqua, me- 
diante un processo accoppiato alla sintesi di ATP. Nei pe- 
rossisomi, l'energia liberata dalla prima tappa ossidativa 
della demolizione degli acidi grassi non viene conservata 
come AT, ma dissipata sotto forma di calore. 

Una seconda importante differenza tra la f ossi- 
dazione mitocondriale e perossisomiale nei mam- 
miferi è data dalla specificità per gli acil-CoA; il 
sistema perossisomiale è maggiormente attivo su acidi gras- 
si a catena molto lunga come l’acido esacosanoico (26:0) e 
su quelli a catena ramificata come gli acidi fitanico e pri- 
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Figura 17.14 Confronto tra la f} ossidazione dei mitocondri, 
dei perossisomi e dei gliossisomi. Il sistema perossisomiale/ 
gliossisomiale differisce da quello mitocondriale in tre punti: (1) il 
sistema perossisomiale agisce su acidi grassi a catena molto lunga; 
(2) nella prima tappa ossidativa gli elettroni passano direttamente 
all'ossigeno, generando HO); (3) il NADH formato nella seconda 
reazione ossidativa non può essere riossidato nei perossisomi o nei 
gliossisomi, quindi gli equivalenti di riduzione vengono esportati 
nel citosol, per poi entrare nei mitocondri. Anche l’acetil-CoA 
prodotto nei perossisomi e nei gliossisomi viene esportato; l'acetato 
prodotto dai gliossisomi (organelli che si trovano solo nei semi in 
germinazione) serve come precursore biosintetico (vedi la Figura 
17.15). Nei mitocondri, invece, l'acetil-CoA viene ulteriormente 
ossidato nel ciclo dell'acido citrico. 


stanico (vedi la Figura 17.18). Questi acidi grassi poco co- 
muni possono essere ottenuti dalla dieta con l’assunzione 
di latticini (grasso prodotto dai ruminanti), carne e pesce. 
Il loro catabolismo nei perossisomi coinvolge molti enzimi 
ausiliari presenti solo in questi organelli. l'impossibilità di 
ossidare questi composti determina una serie di patologie 
umane piuttosto gravi. Gli individui che presentano la sin- 
drome di Zellweger non sono in grado di produrre i pe- 
rossisomi e quindi sono privi di tutte le reazioni metaboli- 
che tipiche di questi organelli. Nella adrenoleucodistro- 
fia legata al cromosoma X (XALD) i perossisomi non os- 
sidano gli acidi grassi a catena molto lunga, a quanto pare 
per l'assenza di un trasportatore funzionale di questi acidi 
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grassi nella membrana perossisomiale. In entrambi i casi 
si determina un accumulo nel sangue di acidi grassi a cate- 
na molto lunga, in particolare 26:0. La XALD insorge nei 
bambini maschi di età inferiore ai dieci anni provocando 
perdita della vista, disturbi comportamentali e causando 
la morte in pochi anni. O 

Elevate concentrazioni di lipidi nella dieta portano 
all’aumento degli enzimi della fp ossidazione perossiso- 
miale nel fegato dei mammiferi. I perossisomi del fega- 
to non contengono gli enzimi del ciclo dell’acido citrico 
e non possono catalizzare l'ossidazione dell’acetil-CoA 
a CO». Gli acidi grassi a catena lunga o ramificata sono 
catabolizzati in prodotti a catena più corta, come l’esa- 
noil-CoA, che vengono esportati nei mitocondri e ossi- 
dati completamente. 


e |perossisomie i gliossisomi delle piante utilizzano 
l'acetil-CoA ottenuto dalla (3 ossidazione come precursore 
biosintetico 

Lossidazione degli acidi grassi nelle piante non avviene 

principalmente nei mitocondri, ma nei perossisomi delle 

foglie e nei gliossisomi dei semi in germinazione. I peros- 
sisomi e i gliossisomi delle piante hanno funzioni e strut- 
ture simili. I gliossisomi sono presenti soltanto durante 
la germinazione e possono essere considerati perossisomi 
specializzati. Il ruolo biologico della } ossidazione che av- 
viene in questi organelli è quello di utilizzare i lipidi di ri- 
serva per produrre precursori biosintetici e non energia. 

Durante la germinazione, i triacilgliceroli di riserva 
sono convertiti in glucosio e in vari metaboliti essenzia- 

li (Figura 1715). Gli acidi grassi rilasciati dai triacilglice- 

roli sono attivati mediante tioesterificazione con il coen- 

zima A e ossidati nei gliossisomi mediante lo stesso pro- 
cesso a quattro tappe che avviene nei perossisomi (Figura 
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Figura 17.15 Itriacilgliceroli come fonte di glucosio per i semi. 
La fi ossidazione rappresenta uno stadio della via che nei semi in 
germinazione converte le riserve di triacilgliceroli in glucosio. Per 
maggiori dettagli, vedi la Figura 16.24. 
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1714). L’acetil-CoA prodotto viene convertito attraverso il 
ciclo del gliossilato (vedi la Figura 16.24) in precursori a 
quattro atomi di carbonio che entrano nella gluconeoge- 
nesi. I gliossisomi, come i perossisomi, contengono gran- 
di quantità di catalasi, che converte l'H;0,; prodotta nella 
B ossidazione in acqua e ossigeno. 


e  Glienzimidella 3 ossidazione dei differenti organelli 
hanno seguito un'evoluzione divergente 

Sebbene la sequenza di reazioni della f ossidazione dei 
mitocondri sia essenzialmente la stessa dei perossisomi e 
dei gliossisomi, gli enzimi (isozimi) sono molto diversi nei 
due tipi di organelli. Queste differenze sembrano riflette- 
re una divergenza evolutiva avvenuta molto presto, con la 
separazione dei batteri gram-positivi e gram-negativi (ve- 
di la Figura 1.6). 

Nei mitocondri, ognuno dei quattro enzimi della f} ossi- 
dazione che agiscono sugli acidi grassi a catena corta è una 
proteina solubile, separata e simile come struttura all’ana- 
logo enzima dei batteri gram-positivi (Figura 1716a). I bat- 
teri gram-negativi hanno quattro attività enzimatiche in 
tre subunità solubili (Figura 1716b), e il sistema di enzimi 
eucariotici che agisce sugli acidi grassi a catena lunga - la 
proteina trifunzionale TFP - ha tre attività enzimatiche in 
due subunità associate alla membrana (Figura 1716c). Gli 
enzimi della f} ossidazione dei perossisomi e dei gliossi- 
somi delle piante formano un complesso di proteine, una 
delle quali ha quattro attività enzimatiche nella stessa ca- 
tena polipeptidica (Figura 1716d). Il primo enzima, l’acil- 
CoA ossidasi, è una singola catena polipeptidica; la protei- 
na multifunzionale (MFP) contiene il secondo e il terzo 
enzima (l’enoil-CoA idratasi e l’idrossiacil-CoA deidroge- 
nasi) e altri due enzimi ausiliari, necessari all’ossidazione 
degli acidi grassi insaturi (p-3-idrossiacil-CoA epimerasi e 
A' A°-enoil-CoA isomerasi); il quarto enzima, la tiolasi, è 
un polipeptide solubile separato. 

È interessante notare che gli enzimi che catalizzano 
essenzialmente l’opposto della f} ossidazione nella sintesi 
degli acidi grassi sono anche diversamente organizzati nei 
batteri e negli eucarioti; nei batteri, i sette enzimi neces- 
sari alla sintesi degli acidi grassi sono polipeptidi separati, 
mentre nei mammiferi tutti e sette fanno parte di un’enor- 
me singola catena polipeptidica. Per la cellula è un vantag- 
gio avere diversi enzimi di una stessa via metabolica codi- 
ficati come una singola catena polipeptidica; infatti viene 
così risolto il problema della regolazione della sintesi di 
enzimi che devono interagire funzionalmente; la regola- 
zione dell’espressione di un gene garantisce la produzio- 
ne dello stesso numero di siti attivi di tutti gli enzimi del- 
la via. Quando ciascun enzima è un polipeptide separato, 
si rende necessario un meccanismo che coordini la sinte- 
si di tutti i prodotti genici. Lo svantaggio di avere diversi 
enzimi nello stesso polipeptide è dato dal fatto che più è 
lunga la catena polipeptidica, maggiore è la probabilità di 
un errore nella sintesi; l'inserzione di un solo amminoa- 
cido sbagliato nella catena può rendere inutilizzabili tutti 
gli enzimi della catena. Il confronto delle strutture geni- 
che di queste proteine con quelle di molte specie può far 
luce sulle ragioni che hanno determinato la scelta di una 
strategia rispetto all'altra durante l'evoluzione. 
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(c) Sistema mitocondriale specifico 
per gli acidi grassi a catena molto lunga 
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Figura 17.16 Gli enzimi della f ossidazione. Qui sono illustrate le 
differenti strutture delle subunità degli enzimi della } ossidazione presenti 
nei batteri gram-positivi e gram-negativi, nei mitocondri, nei perossisomi 
e nei gliossisomi delle piante. Enz, è l’acil-CoA deidrogenasi; Enz,, l'enoil- 
COA idratasi; Enz,, l'.-p-idrossiacil-CoA deidrogenasi; Enzy, la tiolasi; Enzs, la 
p-idrossiacil-CoA epimerasi, e Enzg, la A3,A?-enoil-CoA isomerasi. (a) | quattro 
enzimi della } ossidazione nei batteri gram-positivi sono entità separate e 
solubili come quelle del sistema specifico per l'ossidazione di acidi grassi 

a catena corta, presente nei mitocondri. (b) Nei batteri gram-negativi i 
quattro enzimi si trovano in tre polipeptidi; gli enzimi 2 e 3 sono parte di 
un'unica catena polipeptidica. (c) Anche il sistema presente nei mitocondri 
per l'ossidazione degli acidi grassi a catena molto lunga è composto da tre 
polipeptidi, in uno sono inclusi gli enzimi 2 e 3; in questo caso il sistema è 
legato alla membrana mitocondriale interna. (d) Nel sistema della 

f ossidazione dei perossisomi e gliossisomi delle piante, gli enzimi 1 e 4 
sono polipeptidi separati, mentre la proteina multifunzionale (MFP) 
contiene gli enzimi 2 e 3, oltre a due enzimi ausiliari (Enz; ed Enzg). 


e Laossidazione degli acidi grassi avviene nel reticolo 
endoplasmatico 

La p ossidazione mitocondriale, in cui gli enzimi agiscono 
all'estremità carbossilica dell’acido grasso, rappresenta il 
destino catabolico più importante per gli acidi grassi nelle 
cellule animali; tuttavia, in alcuni organismi, fra cui i ver- 
tebrati, esiste un’altra via che coinvolge l'ossidazione del 
carbonio w (omega), il più distante dal gruppo carbossili- 
co. Gli enzimi della w ossidazione sono presenti nel reti- 
colo endoplasmatico del fegato e del rene nei vertebrati, i 
loro substrati preferenziali sono gli acidi grassi da 10 a 12 
atomi di carbonio. Nei mammiferi la w ossidazione è soli- 
tamente una via poco importante per la degradazione de- 
gli acidi grassi, ma quando la f} ossidazione funziona male 
(per esempio, per una mutazione o carenza di carnitina) 
essa assume una maggiore importanza. 

Nella prima tappa viene introdotto sul carbonio w 
un gruppo ossidrilico (Figura 1717). Lossigeno di que- 
sto gruppo proviene dall’ossigeno molecolare (0:) in una 
complessa reazione che coinvolge il citocromo P450 e il 
donatore di elettroni NAPDH. Le reazioni di questo tipo 
sono catalizzate da ossidasi a funzione mista, descrit- 
te in dettaglio nel Box 21.1. A questo punto intervengono 
sul carbonio w altri due enzimi: l’alcol deidrogenasi, che 
ossida il gruppo ossidrilico ad aldeide, e l’aldeide deidro- 
genasi, che ossida il gruppo aldeidico ad acido carbossili- 
co, generando un acido grasso con un gruppo carbossilico 
su ciascuna estremità, ognuna delle quali può legarsi con il 
coenzima A; la molecola può ora entrare nel mitocondrio, 
dove viene ossidata secondo un normale processo di f ossi- 
dazione. Dopo il loro passaggio attraverso la f ossidazione, 


dell'acido grasso a “doppia estremità” restano acidi dicar- 
bossilici come l’acido succinico, che entra nel ciclo dell’aci- 
do citrico, e l'acido adipico (Figura 1717). 


e  L'acidofitanico subisce un'a ossidazione nei perossisomi 

La presenza di un gruppo metilico sul carbonio 

B di un acido grasso ne impedisce la f ossidazio- 

ne ma, nelle cellule animali, questi acidi grassi 
ramificati sono catabolizzati nei perossisomi per mezzo 
dell’a ossidazione. Per esempio, nell’ossidazione dell’a- 
cido fitanico (Figura 17.18), il fitanoil-CoA viene ossidri- 
lato sul suo carbonio a in una reazione che coinvolge l’os- 
sigeno molecolare; l’acido grasso viene poi decarbossila- 
to, formando un’aldeide con un atomo di carbonio in me- 
no, e ossidato al corrispondente acido carbossilico che 
non ha più sostituenti sull’atomo di carbonio f} e può es- 
sere ossidato dalla B ossidazione. La malattia di Refsum, 
dovuta a un difetto genetico nella fitanoil-CoA idrossila- 
si, produce altissime concentrazioni ematiche di acido fi- 
tanico e gravi problemi neurologici, fra i quali la cecità e 
la sordità. O 


SOMMARIO 17.2 
Ossidazione degli acidi grassi 

e Nel primo stadio della f ossidazione, quattro reazioni 
staccano una unità di acetil-CoA dall’estremità carbos- 
silica di un acil-CoA saturo: (1) la deidrogenazione degli 
atomi di carbonio a e f (C-2 e C-3) da parte dell’acil- 
CoA deidrogenasi FAD-dipendente, (2) l’idratazione 
del doppio legame trans-A° prodotto a opera dell’enoil- 
CoA idratasi, (3) la deidrogenazione della L-B-idros- 
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Figura 17.17  Ossidazione degli acidi grassi nel reticolo 
endoplasmatico. Questa via alternativa alla B ossidazione inizia 
con l'ossidazione dell'atomo di carbonio omega (+), il più distante 
dal carbonio a. Il substrato di questa ossidazione è solitamente un 
acido grasso a catena media; qui è mostrato l'acido laurico (laurato). 
Generalmente questa non è la via preferenziale per il catabolismo 
ossidativo degli acidi grassi. 


siacil-CoA a opera della f-idrossiacil-CoA deidrogenasi 
NAD-dipendente e (4) la scissione dovuta alla tiolasi, 
che utilizza coenzima A, del B-chetoacil-CoA in acetil- 
CoA e acil-CoA accorciato di due atomi di carbonio. L’a- 


cil-CoA rientra poi nella sequenza. 


Cc 4,8,12-Trimetil- 
N tridecanoil-CoA 
S-CoA 
+ 
/ (O) 
CH,CH,_ CL Propionil-CoA 
S-CoA 


Figura 17.18 a Ossidazione di un acido grasso ramificato 
(acido fitanico) nei perossisomi. L'acido fitanico ha un metile 
legato all'atomo di carbonio f}, quindi non può andare incontro 
alla B ossidazione. L'azione combinata degli enzimi mostrata in 
questa figura rimuove il carbonio carbossilico dell'acido fitanico, 
producendo acido pristanico, il cui carbonio f non è sostituito; in 
queste molecole può ora riprendere la f ossidazione. Si noti che la 
f ossidazione dell'acido pristanico rilascia il propionil-CoA, non 
l'acetil-CoA. Il propionil-CoA viene metabolizzato come descritto 
nella Figura 17.12. (I dettagli della reazione che produce il pristanale 
sono ancora oggetto di discussione.) 


e Nel secondo stadio dell’ossidazione degli acidi gras- 
si, l’acetil-CoA viene ossidato a CO, attraverso il ciclo 
dell'acido citrico. Gran parte dell’energia libera fornita 
dall’ossidazione degli acidi grassi viene immagazzina- 
ta sotto forma di ATP dalla fosforilazione ossidativa, la 
parte finale della via ossidativa. 

Il malonil-CoA, uno dei primi intermedi della sintesi 
degli acidi grassi, inibisce la carnitina aciltrasferasi I, 
impedendo agli acidi grassi di entrare nei mitocondri. 
Questo blocca la demolizione degli acidi grassi mentre 
è in corso la loro sintesi. 

I difetti genetici a carico della acil-CoA deidrogenasi a 
catena media comportano gravi patologie nell'uomo; 
anche le mutazioni in altri componenti del sistema 


della f ossidazione determinano situazioni patologi- 
che. 


* L’ossidazione degli acidi grassi insaturi richiede due 


altri enzimi: l’enoil-CoA isomerasi e la 2,4-dienoil-CoA 
reduttasi. Gli acidi grassi con catene dispari vengono 
ossidati attraverso la via della ff ossidazione, producen- 
do acetil-CoA e una molecola di propionil-CoA. Questo 
composto è poi carbossilato a metilmalonil-CoA, che 
viene isomerizzato a succinil-CoA in una reazione cata- 
lizzata dalla metilmalonil-CoA mutasi, un enzima che 
richiede la presenza del coenzima B1.. 
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* I perossisomi delle piante e degli animali, e i gliossiso- 
mi delle piante, effettuano la B ossidazione in quattro 
tappe simili a quelle della via mitocondriale negli ani- 
mali. La prima tappa ossidativa, tuttavia, trasferisce 
elettroni direttamente all’O;, generando H;0;. I peros- 
sisomi dei tessuti animali sono specializzati nell’ossida- 
zione degli acidi grassi a catena molto lunga o ramifi- 
cata. Nei gliossisomi, presenti nei semi durante la ger- 
minazione, la f ossidazione è una tappa del processo di 
conversione dei lipidi di riserva in vari intermedi e pro- 
dotti. 

* Le reazioni della w ossidazione, che avvengono nel re- 
ticolo endoplasmatico, producono acidi grassi dicarbos- 
silici che possono subire la B ossidazione a entrambe 
le estremità e fornire acidi dicarbossilici a catena corta 
come il succinato. 

* Le reazioni della a ossidazione degradano gli acidi 
grassi ramificati come l’acido pitanico. 


I corpi chetonici 


Nell’uomo, come nella maggior parte degli altri mammi- 
feri, l’acetil-CoA formato nel fegato durante l’ossidazio- 
ne degli acidi grassi può entrare nel ciclo dell’acido citri- 
co (fase 2 della Figura 17.7) oppure può essere trasfor- 
mato in “corpi chetonici”, cioè acetone, acetoacetato e 
p-B-idrossibutirrato, che saranno esportati ad altri tes- 
suti. (Il termine “corpi”, che di solito viene usato per in- 
dicare particelle insolubili, deriva da un vecchio errore; 
infatti questi composti sono solubili sia nel sangue sia 
nelle urine.) 
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L’acetone, prodotto in piccole quantità rispetto agli altri cor- 
pi chetonici, viene eliminato con la respirazione. Lacetoa- 
cetato e il p-B-idrossibutirrato sono trasportati dal sangue 
ai tessuti extracpatici, dove sono ossidati nel ciclo dell'acido 
citrico per soddisfare la richiesta energetica di tessuti come 
il muscolo scheletrico, il cuore e la corteccia renale. Il cer- 
vello preferisce di norma il glucosio, ma, in condizioni di di- 
giuno prolungato, quando il glucosio non è più disponibile, 
può adattarsi a usare acetoacetato e D-B-idrossibutirrato. La 
produzione e l’esportazione dei corpi chetonici dal fegato ai 
tessuti extraepatici consente di continuare l'ossidazione de- 
gli acidi grassi nel fegato quando l’acetil-CoA non viene os- 
sidato dal ciclo dell'acido citrico. 
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e  Icorpichetonici formati nel fegato sono esportati in altri 
organi come fonte di energia 

La prima tappa della formazione dell’acetoacetato nel fe- 
gato (Figura 1719) è la condensazione enzimatica di due 
molecole di acetil-CoA, catalizzata dalla tiolasi; questa rea- 
zione è esattamente l’inverso di quanto accade nell’ultima 
tappa della f} ossidazione. L’acetoacetil-CoA condensa poi 
con un’altra molecola di acetil-CoA formando f-idrossi- 
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Figura 17.19 Formazione dei corpi chetonici dall’acetil- 
CoA. Gli individui che seguono una dieta equilibrata producono 
corpi chetonici in piccole quantità. In alcune circostanze, che 
determinano un accumulo di acetil-CoA (per esempio, digiuno o 
diabete non trattato), la tiolasi catalizza la condensazione di due 
molecole di acetil-CoA formando acetoacetil-CoA, il precursore dei 
tre corpi chetonici. Queste reazioni avvengono tutte nella matrice 
dei mitocondri del fegato. Il composto a sei atomi di carbonio 
B-idrossi-B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) è anche un intermedio 
della biosintesi degli steroli, ma in questo caso l'enzima che forma 
l'HMG-CoA è citosolico. L'HMG-COA liasi è presente nella matrice 
mitocondriale, ma non nel citosol. 
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B-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), che si scinde in ace- 
toacetato libero e acetil-CoA. 

Lacetoacetato libero così prodotto viene ridotto rever- 
sibilmente dalla p-B-idrossibutirrato deidrogenasi, un enzi- 
ma mitocondriale, a p-B-idrossibutirrato. Questo enzima è 
specifico per lo stereoisomero D e non agisce sugli L-B-idros- 
siacil-CoA. Non bisogna quindi confondere questo enzima 
con la L-B-idrossiacil-CoA deidrogenasi che fa parte della 
sequenza di reazioni della } ossidazione. 

Nelle persone sane, l’acetone si forma solo in 

piccolissime quantità dall’acetoacetato, median- 

te la perdita del suo gruppo carbossilico. Lace- 
toacetato si decarbossila spontaneamente, ma anche a 
opera dell’acetoacetato decarbossilasi (Figura 17.19). 
Dato che i diabetici non trattati producono grandi quan- 
tità di acetoacetato, il loro sangue contiene acetone, che, 
a livelli elevati, può diventare tossico. L’acetone è volati- 
le e conferisce all’alito un odore caratteristico che in al- 
cuni casi può costituire un’indicazione per diagnosticare 
la malattia. O 

Nei tessuti extraepatici, il p-B-idrossibutirrato viene 0s- 
sidato ad acetoacetato dalla p-B-idrossibutirrato deidroge- 
nasi (Figura 1720). Lacetoacetato è attivato mediante la for- 
mazione di un tioestere con il coenzima A, una reazione ca- 
talizzata dalla B-chetoacil-CoA trasferasi, chiamata an- 
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Figura 17.20 Il p-B-idrossibutirrato come fonte di energia. 

Il p-B-idrossibutirrato sintetizzato nel fegato viene trasportato 

dal flusso sanguigno agli altri tessuti, dove viene convertito in tre 
tappe in acetil-CoA. L'idrossibutirrato viene prima trasformato in 
acetoacetato e in seguito attivato mediante il legame al coenzima A 
donato dal succinil-CoA. La tappa finale è la scissione dell'acetoacetil- 
CoA in due molecole di acetil-CoA per mezzo della tiolasi. L'acetil-CoA 
così formato viene usato per produrre energia. 
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che tioforasi, in cui il coenzima A viene donato dal succi- 
nil-CoA, un intermedio del ciclo dall’acido citrico (vedi la 
Figura 16.7). Lacetoacetil-CoA è poi scisso dalla tiolasi in 
due molecole di acetil-CoA che entrano nel ciclo dell’aci- 
do citrico. Quindi i corpi chetonici sono usati come fonte 
di energia in tutti i tessuti a eccezione del fegato, che non 
ha tioforasi. Il fegato produce quindi corpi chetonici per gli 
altri tessuti, ma non li utilizza. 

La produzione e l'esportazione di corpi chetonici del 
fegato consentono una continua ossidazione di acidi grassi 
con solo una minima ossidazione di acetil-CoA. Per esem- 
pio, quando gli intermedi del ciclo dell’acido citrico sono 
utilizzati per la sintesi del glucosio attraverso la gluconeo- 
genesi, l'ossidazione dell’unità acetile nel ciclo si riduce. 
Il fegato ha una quantità limitata di coenzima A e, quan- 
do la maggior parte del coenzima è impegnata nel legame 
con l’unità acetile, la } ossidazione degli acidi grassi ten- 
de a diminuire per la scarsità di coenzima A libero. La pro- 
duzione e l’esportazione di corpi chetonici liberano coen- 
zima A e consentono alla } ossidazione degli acidi grassi 
di continuare. 


e Ildiabeteeildigiuno prolungato provocano una 
sovrapproduzione di corpi chetonici 

Il digiuno prolungato e il diabete mellito non 

trattato portano alla sovrapproduzione di corpi 

chetonici, che generano a loro volta alcuni pro- 
blemi medici. Durante il digiuno, la gluconeogenesi sot- 
trae intermedi al ciclo dell’acido citrico, indirizzando l’a- 
cetil-CoA verso la produzione di corpi chetonici (Figura 
1721). Nel diabete non trattato l’insulina è presente in 
quantità insufficienti e i tessuti extraepatici non possono 
assumere il glucosio dal sangue per usarlo come combu- 
stibile o per convertirlo in grassi di riserva. In queste con- 
dizioni, il malonil-CoA (il materiale di partenza per la sin- 
tesi degli acidi grassi) non si forma e quindi la carnitina 
aciltrasferasi I non viene inibita. Gli acidi grassi entrano 
quindi nei mitocondri per essere degradati ad acetil-CoA, 
che però non può essere ossidato attraverso il ciclo dell’a- 
cido citrico, in quanto alcuni intermedi del ciclo stesso 
sono stati sottratti per la gluconeogenesi. Laccumulo di 
acetil-CoA provoca una produzione di corpi chetonici in 
quantità superiori alle capacità degli organi extraepatici 
di utilizzarli. Faumento di acetoacetato e di p-B-idrossi- 
butirrato abbassa il pH del sangue, generando una con- 
dizione nota con il nome di acidosi. L’acidosi estrema 
porta al coma e in alcuni casi alla morte. I corpi chetoni- 
ci possono raggiungere, nel sangue e nelle urine dei sog- 
getti diabetici non trattati, concentrazioni molto elevate: 
una concentrazione nel sangue di 90 mg/mL (rispetto al 
livello normale inferiore a 3 mg/100 mL) e un’escrezione 
urinaria di 5000 mg/24 h (rispetto alla quantità normale 
inferiore o uguale a 125 mg/24 h). Questa condizione vie- 
ne detta chetosi. 

Negli individui che seguono diete ipocaloriche, gli aci- 

di grassi del tessuto adiposo diventano la principale fon- 
te di energia. In questi casi bisogna controllare i livelli dei 
corpi chetonici nel sangue e nelle urine, che in queste con- 
dizioni aumentano, per evitare il pericolo di acidosi e di 
chetosi (chetoacidosi). O 
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Figura 17.21 Formazione ed esportazione dei corpi chetonici 
dal fegato. Le condizioni che determinano un aumento della 
gluconeogenesi (diabete non trattato, diete troppo rigide e digiuno) 
rallentano il flusso di metaboliti attraverso il ciclo dell'acido citrico 
(mediante la sottrazione di ossalacetato) e contemporaneamente 
esaltano la conversione dell'acetil-CoA in acetoacetato. Il coenzima A 
reso libero da questo processo permette la continuazione della 


R ossidazione degli acidi grassi. 


SOMMARIO 17.3 
| corpi chetonici 


I corpi chetonici - acetone, acetoacetato, e p-B-idrossi- 


butirrato - si formano nel fegato. Gli ultimi due compo- 
sti vengono utilizzati come sostanze energetiche nei tes- 
suti extraepatici, attraverso l’ossidazione ad acetil-CoA e 
l’ingresso nel ciclo dell’acido citrico. 


La sovrapproduzione di corpi chetonici nei diabetici 


non controllati o in seguito a un apporto calorico molto 
ridotto può causare l’acidosi o la chetosi. 


&Y Termini chiave 


=) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


acidi grassi liberi 685 
acidosi 704 
acil-CoA deidrogenasi 
a catena intermedia 
(MCAD) 698 
albumina del siero 685 
anemia perniciosa 697 
apolipoproteine 685 
carnitina aciltrasferasi I 
687 


carnitina aciltrasferasi II 


688 

chetosi 704 
chilomicroni 685 
coenzima Bj, 695 


fattore intrinseco 697 
lipoproteine 685 
malonil-CoA 698 
metilmalonil-CoA mutasi 
695 
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ossidasi a funzione proteina multifunzionale 


mista 701 (MFP) 700 
a ossidazione 701 proteina trifunzionale 
f ossidazione 683 (TFP) 690 
@ ossidazione 701 shuttle della 
perilipina 685 carnitina 686 
PPAR (recettore attivato trasportatore 

dal proliferatore dei acilcarnitina/ 


perossisomi) 698 carnitina 688 
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= Problemi 
» 


1. 


L’energia nei triacilgliceroli. Dove risiede la mag- 

gior quantità di energia disponibile (per atomo di car- 

bonio) nei triacilgliceroli: nei residui di acidi grassi o 

nel residuo di glicerolo? Indicate come la conoscenza 

della struttura chimica dei triacilgliceroli consenta di 

rispondere alla domanda. 

Riserve di combustibile nel tessuto adiposo. I tria- 

cilgliceroli, con le loro catene idrocarburiche, han-no 

il più alto contenuto di energia, rispetto a tutte le altre 

sostanze nutrienti. 

(a) Se il 15% della massa corporea di una persona di 
70 kg è costituito da triacilgliceroli, calcolate la sua 
riserva energetica, in kJ e in kcal, disponibile sotto 
forma di triacilgliceroli. Ricordate che 1,00 kcal = 
4,18 kJ. 

(b) Se la richiesta energetica basale giornaliera è di cir- 
ca 8400 kJ/giorno (2000 kcal/giorno), quanto tempo 
potrebbe sopravvivere questa persona, se la f} ossi- 
dazione degli acidi grassi dei suoi triacilgliceroli fos- 
se la sola fonte di energia? 

(c) Se la stessa persona, nelle condizioni di (b), si met- 
tesse a digiunare, a che perdita di peso al giorno an- 
drebbe incontro? 

Reazioni in comune tra il ciclo dell’acido citrico e 

l’ossidazione degli acidi grassi. Capita spesso che le 

cellule utilizzino processi simili per reazioni metabo- 
liche analoghe. Per esempio, le tappe dell’ossidazione 
del piruvato e dell’a-chetoglutarato rispettivamente ad 
acetil-CoA e a succinil-CoA, anche se sono catalizzate 
da enzimi diversi, utilizzano processi chimici molto si- 

mili. La prima fase dell’ossidazione degli acidi grassi è 

una sequenza di reazioni che ricorda quella di un tratto 

del ciclo dell’acido citrico. Scrivete le reazioni in que- 
stione delle due vie metaboliche. 

La f ossidazione: quanti cicli? Quanti cicli di f os- 

sidazione sono necessari per la completa ossidazione 

dell'acido oleico attivato, 18:1 (A°)? 

Chimica della reazione dell’acil-CoA sintetasi. Gli 

acidi grassi sono legati al coenzima A mediante una 

reazione reversibile catalizzata dall’acil-CoA sintetasi: 


R—_C007 + ATP + CoA = 
î 
R_C—CoA + AMP + PP; 
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(a) In questa reazione è stata identificata come inter- 
medio legato all’enzima un’anidride mista dell’aci- 
do grasso e dell’adenosina monofosfato (AMP), l’a- 


cil--AMP: 
TÈ ns 
R_C-0-P_0- Ho > Adenina 


oH 0H 


Scrivete le equazioni delle due tappe coinvolte nel- 
la reazione catalizzata dall’acil-CoA sintetasi. 

(b) La reazione riportata sopra è reversibile con una 
costante di equilibrio di circa 1. Come è possibile 
favorire la formazione dell’acil-CoA? 

6. Composti intermedi nella reazione di ossidazione 
dell’acido oleico. Qual è la struttura del gruppo aci- 
lico parzialmente ossidato, che si forma quando l’acido 
oleico 18:1(A°) è andato incontro a tre cicli di B ossida- 
zione? Quali sono i successivi due passaggi del proces- 
so di ossidazione dell’intermedio? 

7. f Ossidazione di un acido grasso a numero dispa- 
ri di atomi di carbonio. Quali sono i prodotti della } 
ossidazione di un acido grasso saturo a catena lineare 
a 11 atomi di carbonio? 

8. Ossidazione di palmitato marcato con trizio. Il pal- 
mitato uniformemente marcato con trizio (*H), con 
una radioattività specifica di 2,48 X 10° cpm per mi- 
cromole di palmitato, viene aggiunto a una prepara- 
zione di mitocondri che lo ossida ad acetil-CoA. Que- 
sto composto viene poi isolato e idrolizzato ad aceta- 
to. La radioattività specifica dell’acetato isolato è di 
1,00 X 107 cpm per micromole. Questo valore è com- 
patibile con le modificazioni avvenute nella  ossida- 
zione? Spiegate il perché. Qual è il destino finale del 
trizio che è stato rimosso? 

9. Compartimentazione della f ossidazione. Il palmi- 
tato libero viene attivato mediante il legame al coenzi- 
ma A (formazione di palmitil-CoA) nel citosol, prima 
di essere ossidato nei mitocondri. Se a un omogenato 
di fegato vengono aggiunti palmitato e [!*C]coenzima 
A, il palmitil-CoA isolato dal citosol è radioattivo, men- 
tre quello isolato dalla frazione mitocondriale non lo è. 
Spiegate il perché. 

10. Biochimica comparata: vie di produzione di ener- 
gia negli uccelli. Un’indicazione sull'importanza delle 
varie vie di produzione di ATP è data dalla Vu di certi 
enzimi di tali vie. Le V,,,x di diversi enzimi dei musco- 
li pettorali (deputati al volo) del piccione e del fagiano 
sono elencate nella tabella. 


Vinax 
(mole substrato/min/g tessuto) 
Enzima Piccione Fagiano 
Esochinasi 3,0 did 
Glicogeno fosforilasi 18,0 120,0 
Fosfofruttochinasi-1 24,0 143,0 
Citrato sintasi 100,0 15,0 


Triacilglicerolo lipasi 0,07 0,01 
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(a) Discutete l’importanza relativa del metabolismo del 
glicogeno e del metabolismo dei grassi per la produ- 
zione di ATP nei muscoli pettorali di questi uccelli. 

(b) Confrontate il consumo di ossigeno nei due uccelli. 

(c) Basandovi sui dati in tabella, quale dei due uccelli è 
in grado di compiere lunghi voli? Motivate la vostra 
risposta. 

(d) Perché per questo confronto sono stati selezionati 
proprio questi enzimi? Le attività della triosio fosfa- 
to isomerasi e della malato deidrogenasi potrebbero 
essere ugualmente delle buone basi per il confron- 
to? Spiegate le motivazioni delle vostre risposte. 


11.Un mutante della carnitina aciltrasferasi. Quale 


alterazione del metabolismo dei grassi risulterebbe da 
una mutazione della carnitina aciltrasferasi I, che ha 
perso la sua affinità per il malonil-CoA, ma non la sua 
attività catalitica? 


12. Effetto della carenza di carnitina. In un pa- 


ziente fu riscontrata una condizione patologica 

caratterizzata da debolezza e crampi muscolari. Que- 
sti sintomi si aggravavano durante il digiuno, un in- 
tenso esercizio muscolare o in seguito a diete ricche 
di grassi. L’omogenato di un campione di muscolo del 
paziente ossidava l’oleato a una velocità più bassa di 
quella di campioni di muscolo di individui sani. Quan- 
do fu aggiunta carnitina all’omogenato di muscolo del 
paziente, la velocità di ossidazione dell’oleato diven- 
ne uguale a quella dei controlli. Al paziente fu diagno- 
sticata una carenza di carnitina. 

(a) Perché l’aggiunta di carnitina incrementava la ve- 
locità di ossidazione dell’oleato nell’omogenato di 
muscolo del paziente? 

(b) Perché i sintomi venivano aggravati da digiuno, 
esercizio muscolare o dieta ricca di grassi? 

(c) Sapete indicare due possibili motivi che possano 
spiegare la carenza di carnitina nel muscolo del pa- 
ziente? 


13. Gli acidi grassi come fonte di acqua. Contrariamen- 


te a quanto dice la leggenda, il cammello non conserva 
acqua nelle sue gobbe, che sono invece grandi depositi 
di grasso. In che modo possono servire questi depositi 
di grasso come fonte di acqua? Calcolate la quantità di 
acqua (in litri) che può essere prodotta dal cammello 
da 1 kg di grasso. Assumete per semplicità che il gras- 
so sia composto esclusivamente da tripalmitilglicerolo. 


14.Il petrolio come nutriente per microrganismi. Al- 


cuni microrganismi del genere Nocardia e Pseudomonas 
possono crescere in un ambiente dove gli idrocarburi 
sono l’unica fonte di sostanze nutrienti. Questi batte- 
ri ossidano gli idrocarburi alifatici a catena lunga, per 
esempio l’ottano, formando gli acidi carbossilici corri- 
spondenti: 


CH;(CH;)gCH3 + NAD* + (05 = 
CH;(CH3)<COOH + NADH + H* 


Possiamo utilizzare questi batteri per eliminare le con- 
taminazioni da petrolio? Quali sono alcuni dei fattori 
che limitano l’efficienza di questo processo? 


15. Metabolismo degli acidi grassi a catena lineare con 


un gruppo fenilico terminale. Dall’urina di un coni- 
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glio alimentato con un acido grasso a catena lineare che 
terminava con un gruppo fenilico fu isolato un metabo- 
lita allo stato cristallino. 


{_ )-on — (CHx),—C00 — 


Un campione di 302 mg del metabolita sciolto in acqua 
fu neutralizzato completamente dall’aggiunta di 22,2 
mL di NaOH 0,1 m. 

(a) Qual è la probabile massa molecolare e la struttura 
del metabolita? 

(b) L’acido grasso usato per alimentare il coniglio con- 
teneva un numero pari o dispari di gruppi metile- 
nici (—CH.—) (cioè n è pari o dispari)? Spiegate il 
perché? 


16.7 Ossidazione degli acidi grassi nel diabete 


non controllato. Quando la quantità di acetil- 
CoA prodotto durante la B ossidazione nel fegato su- 
pera la capacità di utilizzo da parte del ciclo dell’aci- 
do citrico, l’eccesso di acetil-CoA forma i corpi cheto- 
nici acetone, acetoacetato e D-B-idrossibutirrato. Que- 
sta condizione è presente nel diabete grave, non con- 
trollato, in quanto i tessuti dei pazienti non possono 
utilizzare il glucosio, ma ossidano grandi quantità di 
acidi grassi. Anche se l’acetil-CoA non è tossico, il mi- 
tocondrio deve consumare parte dell’acetil-CoA per 
formare corpi chetonici. Quale problema potrebbe in- 
sorgere se l’acetil-CoA non fosse convertito in corpi 
chetonici? Come può questo diverso destino dell’ace- 
til-CoA risolvere il problema? 


17. Conseguenze di una dieta ricca di grassi e priva di 


carboidrati. Supponete di seguire una dieta a base di 

grasso di balena o di foca con pochi carboidrati o as- 

senza di essi. 

(a) Quali saranno gli effetti della mancanza di carboi- 
drati sull'utilizzo dei grassi come fonte di energia? 

(b) Se la vostra dieta fosse completamente priva di car- 
boidrati, sarebbe meglio consumare acidi grassi con 
numero pari o con numero dispari di atomi di car- 
bonio? Spiegate il perché. 


18. Acidi grassi a catena pari e dispari di atomi di car- 


bonio nella dieta. In un esperimento, due gruppi di 
ratti vengono nutriti per un mese con due differen- 
ti acidi grassi come fonte esclusiva di atomi di carbo- 
nio. Al primo gruppo si somministra acido eptanoico 
(7:0), al secondo acido ottanoico (8:0). Dopo l’esperi- 
mento, si notano notevoli differenze tra i due gruppi. 
I ratti del primo gruppo sono sani e hanno guadagna- 
to peso, i ratti del secondo gruppo sono deboli, e han- 
no perso peso, anche a causa di una diminuzione della 
massa muscolare. Qual è la base biochimica delle dif- 
ferenze osservate? 


19. Conseguenze metaboliche dell’ingestione di @-fluo- 


rooleato. L’arbusto Dichapetalum toxicarium, che cre- 
sce in Sierra Leone, produce w-fluorooleato, che è mol- 
to tossico per gli animali a sangue caldo. 
UH 
| 
F— CH; — (CH;), — C=C—(CHy)7 — C00° 


w-Fluorooleato 
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Questa sostanza veniva usata per avvelenare le frec- 
ce, e il frutto della pianta in polvere è usato talvolta 
come veleno per topi. Perché questa sostanza è così 
tossica? (Suggerimento: rivedete il Capitolo 16, Pro- 
blema 22.) 


20. Un mutante dell’acetil-CoA carbossilasi. Quali sa- 


rebbero le conseguenze sul metabolismo dei grassi di 
una mutazione dell’acetil-CoA carbossilasi, in cui il re- 
siduo di serina normalmente fosforilato dalla AMPK 
viene sostituito da un residuo di alanina? Che cosa ac- 
cadrebbe se lo stesso residuo di serina fosse sostituito 
da un residuo di acido aspartico? (Suggerimento: vedi 
la Figura 1713). 


21.Effetto di un inibitore della PDE sugli adipociti. 


Come sarebbe influenzata la risposta degli adipo- 
citi all’adrenalina dall’aggiunta di un inibitore del- 
la cAMP fosfodiesterasi? (Suggerimento: vedi la Fi- 
gura 12.4). 


22.Funzione del FAD come accettore di elettroni. 


Lacil-CoA deidrogenasi utilizza il FAD come grup- 
po prostetico nella deidrogenazione degli atomi di 
carbonio a e f dell’acil-CoA. Qual è il vantaggio di 
usare FAD invece di NAD*? Spiegate in termini di 
potenziale di riduzione standard per le semireazioni 
Enz-FAD/FADH; (E'° = —0,219 V) e NAD*/NADH 
(E'° = —0,320 V). 


23. f} Ossidazione dell’acido arachidico. Quanti cicli di 


ossidazione sono necessari per convertire l'acido ara- 
chidico (vedi la Tabella 10.1) in acetil-CoA? 


24. Destino del propionato marcato. Se a un omogena- 


to di fegato viene aggiunto [3-!4C]propionato (marca- 
to nel gruppo metilico), si produce rapidamente ossa- 
lacetato marcato con !*C. Indicate in che modo il pro- 
pionato può convertirsi in ossalacetato e stabilite la po- 
sizione della marcatura nella molecola. 


25. Metabolismo dell’acido fitanico. Se l’acido fitanico 


uniformemente marcato con !C viene somministrato 
a un topo, nel giro di minuti la radioattività viene ri- 
trovata nel malato, un intermedio del ciclo dell’acido 
citrico. Indicate la serie di reazioni che conduce al ma- 
lato, a partire dall’acido fitanico. Quali atomi del ma- 
lato contengono il !4C? 


26. L’acqua prodotta nella f} ossidazione. Questa è l’e- 


quazione della reazione completa di ossidazione del pal- 
mitil-CoA ad anidride carbonica e acqua: 


Palmitil-CoA + 23 O, + 108 P; + 108 ADP > 
CoA + 16 CO; + 108 ATP + 23 H0 


Lacqua è prodotta anche nella reazione: 


ma non viene inclusa come prodotto della reazione 
complessiva. Perché? 


27.Importanza biologica del cobalto. I bovini, i cervi e 


le pecore (e altri ruminanti) producono grandi quanti- 
tà di propionato nel rumine mediante la fermentazione 
batterica del materiale vegetale ingerito. Questo pro- 
pionato è la fonte principale di glucosio per gli animali 
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attraverso la via: propionato + ossalacetato + gluco- 
sio. In alcune aree del mondo, in particolare l'Australia, 
i ruminanti presentano in qualche occasione anemie 
accompagnate da perdita dell’appetito e da una cresci- 
ta ritardata. Questi sintomi sono il risultato dell’inca- 
pacità dell'animale di trasformare il propionato in os- 
salacetato per effetto di una carenza di cobalto deter- 
minata dalla presenza di bassi livelli di questo metal- 
lo nel suolo e quindi nel materiale vegetale. Spiegate il 
perché. 


28. Perdita di grassi durante il letargo. Gli orsi consu- 


mano circa 25 X 10° J al giorno durante il periodo di 
letargo, che può durare anche sette mesi. L'energia ne- 
cessaria per il loro sostentamento durante tale perio- 
do è ottenuta dall’ossidazione degli acidi grassi. Qua- 
le sarà la loro perdita di peso dopo sette mesi? Come 
può la chetosi essere ridotta al minimo durante il le- 
targo? (Supponete che l’ossidazione dei grassi renda 


38 kJ/g.) 


=d Problema sull’analisi dei dati 
ila 


29. p. Ossidazione dei grassi trans. I grassi insaturi con un 


doppio legame trans in genere vengono chiamati “gras- 
si trans”. Si è molto discusso sugli effetti dei grassi trans 
sulla salute dell’uomo. Nei loro studi sugli effetti del me- 
tabolismo dei grassi trans, Yu e collaboratori (2004) han- 
no dimostrato che un acido grasso trans modello veniva 
metabolizzato in modo diverso dal corrispondente iso- 
mero cis. Essi utilizzarono tre acidi grassi a 18 atomi di 
carbonio correlati strutturalmente per studiare la dif- 
ferenza della } ossidazione degli isomeri cis e trans di 
acidi grassi della stessa lunghezza. 


O 
__ymTm__ _z\ 
OH 
Acido stearico 
(acido ottadecenoico) 
O 
OH 
Acido oleico 
(cis-A?-ottadecenoico) 
O 
Pato si e n de Pe, he 
ta ì ‘OH 


Acido elaidico 
(trans-A?-ottadecenoico) 


I ricercatori hanno incubato i derivati del coenzima 
A di ciascun acido con mitocondri di fegato di ratto 
per cinque minuti, quindi hanno separato con HPLC 
(cromatografia liquida ad alta prestazione) i derivati 
del coenzima A presenti in ogni prova di incubazio- 
ne. I risultati sono mostrati a pagina seguente in cia- 
scuno dei tre riquadri. 
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Assorbanza a 254 nm 


Elaidoil-CoA 
+ mitocondri 


Oleoil-CoA 
+ mitocondri 


Stearoil-CoA 
+ mitocondri 


tA°Cjg-CoA 


tA°C4-CoA 
IS 


i 


12 21 3012 21 21 30 


Tempo (min) 


30 12 


Nella figura, IS indica uno standard interno (pentade- 
canoil-CoA) aggiunto alla miscela, dopo la reazione, co- 
me marcatore molecolare. I ricercatori hanno abbrevia- 
to i derivati del CoA come segue: stearoil-CoA, Cjg-CoA; 
cis-A°-tetradecenoil-CoA, cA°C4-CoA; oleil-CoA, 
cA?C;g-CoA; trans-A*-tetradecenoil-CoA, tA”C14-CoA; 
elaidoil-CoA, tA?C,g-CoA. 


O 
ANIA RH[L+® _ Sa 
S-CoA 


cis-A°-Tetradecenoil-CoA 


O 
ZNNNXXNAN x 
ai aa S-CoA 


trans-A°-Tetradecenoil-CoA 


(a) Perché Yu e collaboratori hanno dovuto usare i de- 
rivati del CoA invece che gli acidi grassi liberi nei 
loro esperimenti? 

(b) Perché non sono stati trovati derivati del CoA a pe- 
so molecolare più basso nella incubazione con stea- 
roil-CoA? 

(c) Quanti cicli di B ossidazione sono necessari per con- 
vertire l’oleil-CoA e l’elaidoil-CoA in cis-A°-tetrade- 
cenoil-CoA e trans-A°-tetradecenoil-CoA, rispetti- 
vamente? 

Vi sono due forme di acil-CoA deidrogenasi (vedi la 

Figura 178a): la deidrogenasi per gli acil-CoA a cate- 

na lunga (LCAD) e la deidrogenasi per gli acil-CoA a 

catena molto lunga (VLCAD). Yu e collaboratori han- 

no misurato i parametri cinetici di ambedue gli en- 
zimi. Essi utilizzarono i derivati del CoA di tre acidi 
grassi: tetradecenoil-CoA (C14-CoA), cis-A°-tetradece- 
noil-CoA (cA°*Ci4-CoA), e trans-A*-tetradecenoil-CoA 
(tA°C4-CoA).I risultati sono mostrati nella tabella che 
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segue. (Vedi il Capitolo 6 per la definizione dei para- 
metri cinetici.) 


LCAD VLCAD 
Ci4- CA°C14-  tA”C14- Cia CA°C14-  tA"C14- 
CoA CoA CoA CoA CoA CoA 
Vico 3,3 3,0 2,9 1,4 0,32 0,88 
Km 0,41 0,40 1,6 0,57 0,44 0,97 
keat 99: 8,9 8,5 2,0 0,42 1,12 
Rea/Km 24 22 5 4 1 1 


(d) Per la LCAD, la K,, differisce notevolmente per i 
substrati cis e trans. Date una possibile spiegazione 
a questa osservazione, in termini di strutture delle 
molecole substrato. (Suggerimento: fate riferimen- 
to alla Figura 10.2.) 

(e) I parametri cinetici dei due enzimi sono rilevanti 

per differenziare il metabolismo dei due acidi gras- 

si solo se la reazione LCAD o VLCAD (0 ambedue) è 

la tappa limitante della via metabolica. Quale pro- 

va sostiene tale affermazione? 

In che modo 1 differenti parametri cinetici posso- 

no spiegare i livelli dei derivati del CoA trovati do- 

po l’incubazione dei mitocondri di fegato di ratto 
con stearoil-CoA, eleoil-CoA, e elaidoil-CoA (come 
mostrato nella figura)? 

Yu e collaboratori hanno determinato la specificità di 

substrato della tioesterasi dei mitocondri di fegato di 

ratto, che idrolizza gli acil-CoA a CoA e acidi grassi libe- 

ri (vedi il Capitolo 21). Questo enzima è circa due vol- 
te più attivo con i tioesteri del C4-CoA rispetto ai tioe- 
steri del Cjg-CoA. 

(g) Altri ricercatori hanno suggerito che gli acidi grassi 
attraversino la membrana. Nei loro esperimenti Yu 
e collaboratori hanno trovato l’acido trans-A°-tetra- 
decenoico all’esterno dei mitocondri (cioè, nel mez- 
zo di coltura) che erano stati incubati con l’elaidoil- 
CoA. Descrivete la via metabolica che ha prodotto 
l’acido trans-A°-tetradecenoico extramitocondriale. 
Indicate chiaramente in quale regione subcellulare 
avvengono le varie reazioni, e gli enzimi che le ca- 
talizzano. 

(h) Si dice spesso che “gli acidi grassi trans non vengo- 
no demoliti, e si accumulano”. In che senso questa 
affermazione è corretta, e in che senso si tratta in- 
vece di una ipersemplificazione? 


(8) 
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OSSIDAZIONE 


DEGLI AMMINO 
E PRODUZIONE 


18.1 Destino metabolico dei gruppi amminici 


18.2  Escrezione dell'azoto e ciclo dell'urea 


18.3 Viedi degradazione degli amminoacidi 


ivolgiamo ora l’attenzione agli amminoacidi, l’ulti- 
ma classe di molecole che, attraverso la degradazio- 
ne ossidativa, contribuiscono significativamente alla 
generazione di energia metabolica. La frazione di energia 
metabolica ottenuta dagli amminoacidi, sia derivati dalle 
proteine della dieta, sia dalle proteine dei tessuti, varia no- 
tevolmente a seconda del tipo di tessuto e delle condizioni 
metaboliche dell’organismo. I carnivori traggono (subito 
dopo un pasto) fino al 90% dell’energia di cui hanno biso- 
gno dall’ossidazione degli amminoacidi, mentre gli erbi- 
vori ne ricavano solo una piccola percentuale. La maggior 
parte dei microrganismi può procurarsi gli amminoacidi 
dall'ambiente circostante e può utilizzarli come combusti- 
bile, a seconda delle necessità metaboliche. Invece le pian- 
te solo in rarissime occasioni, o forse mai, ossidano gli am- 
minoacidi per trarne energia; la loro sola fonte energetica 
sono i carboidrati prodotti dalla fotosintesi a partire dal- 
la CO; e dall’H;0. La concentrazione degli amminoacidi 
nei tessuti delle piante è regolata in modo da soddisfare 
esattamente la biosintesi delle proteine, degli acidi nuclei- 
ci e di altre molecole necessarie per la crescita. Il catabo- 
lismo degli amminoacidi ha luogo nelle piante, ma serve 
a produrre metaboliti che verranno utilizzati poi in altre 
vie metaboliche. 
Negli animali, gli amminoacidi vanno incontro alla de- 
gradazione ossidativa in tre circostanze diverse. 


1. Durante il normale processo di sintesi e degradazione 
delle proteine (turnover delle proteine; Capitolo 27), 
alcuni amminoacidi liberati dalla degradazione delle 
proteine, ma non necessari per la sintesi di nuove pro- 
teine, vanno incontro a degradazione ossidativa. 

2. Sela dieta è ricca di proteine e gli amminoacidi inge- 
riti sono in eccesso rispetto al fabbisogno per la sintesi 
proteica, il surplus viene catabolizzato. Si ricordi che 
gli amminoacidi non possono essere immagazzinati. 

3. Durante il digiuno o nel diabete mellito non controlla- 
to, quando i carboidrati non sono disponibili o non so- 


no correttamente utilizzati, le proteine cellulari ven- 
gono impiegate come combustibile metabolico. 


In queste condizioni metaboliche gli amminoacidi per- 
dono i loro gruppi amminici e vengono trasformati nei cor- 
rispondenti a-chetoacidi, che costituiscono il loro “sche- 
letro carbonioso”. Gli a-chetoacidi vanno incontro a os- 
sidazione a CO; e H;0, o spesso forniscono unità a tre 0 
quattro atomi di carbonio, che possono essere convertite 
in glucosio, tramite la gluconeogenesi, per rifornire il cer- 
vello e altri tessuti. 

Le reazioni del catabolismo degli amminoacidi sono le 
stesse nella maggior parte degli organismi. In questo capi- 
tolo verranno trattate soprattutto le vie metaboliche utiliz- 
zate dai vertebrati, che sono quelle più studiate. Come si è 
visto per il catabolismo degli zuccheri e degli acidi grassi, 
anche la degradazione degli amminoacidi converge verso 
le vie cataboliche centrali, con gli scheletri carboniosi del- 
la maggior parte degli amminoacidi che entrano nel ciclo 
dell'acido citrico. In alcuni casi le reazioni della degrada- 
zione degli amminoacidi assomigliano alle reazioni del ca- 
tabolismo degli acidi grassi (vedi la Figura 17.9). 

Un'importante caratteristica distingue la degradazione 
degli amminoacidi dagli altri processi catabolici fin qui de- 
scritti: ogni amminoacido contiene un gruppo amminico 
e quindi la loro degradazione deve comprendere una tap- 
pa in cui il gruppo a-amminico deve essere staccato dallo 
scheletro carbonioso e incanalato verso uno specifico me- 
tabolismo (Figura 18.1). Parleremo prima del metaboli- 
smo dei gruppi amminici degli amminoacidi e dell’escre- 
zione dell’azoto, quindi del destino degli scheletri carbo- 
niosi che derivano dagli amminoacidi, e vedremo che que- 
sti due aspetti sono strettamente correlati. 


Destino metabolico dei gruppi 
amminici 


Fazoto, N», è molto abbondante nell'atmosfera, ma è trop- 
po inerte per essere usato nella maggior parte dei proces- 
si biochimici. Poiché solo pochi microrganismi possono 
convertire l’N; in forme utili, come l’NH; (Capitolo 22), 
i gruppi amminici vengono utilizzati con parsimonia nei 
sistemi biologici. 
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Figura 18.1 Rappresentazione schematica del catabolismo degli amminoacidi nei 
mammiferi. Le vie seguite dagli scheletri carboniosi e dai gruppi amminici degli amminoacidi 


sono separate ma interconnesse. 


La Figura 18.2a è uno schema riassuntivo delle vie cata- 
boliche dello ione ammonio e dei gruppi amminici nei ver- 
tebrati. Gli amminoacidi che derivano dalle proteine della 
dieta sono la fonte della maggioranza dei gruppi amminici. 
La maggior parte degli amminoacidi viene metabolizzata 
nel fegato. Lo ione ammonio generato in questi processi 
viene in parte utilizzato in una serie di vie biosintetiche, e 
l'eccesso viene escreto come tale, oppure convertito a se- 
conda dell’organismo in urea o acido urico, che verranno 
poi eliminati (Figura 18.2b). l'eccesso di ioni ammonio ge- 
nerati in altri tessuti (extraepatici) giunge al fegato (sotto 
forma di gruppi amminici, come vedremo in seguito) per 
essere trasformato nelle forme di escrezione. 

Quattro amminoacidi hanno un ruolo particolare nel 
metabolismo dell’azoto: glutammato, glutammina, alanina 
e aspartato. La funzione svolta da questi quattro ammino- 
acidi nel metabolismo dell’azoto non è dovuta a un inciden- 
te dell’evoluzione. Essi sono convertiti più facilmente in in- 
termedi del ciclo dell’acido citrico: il glutammato e la glu- 
tammina in a-chetoglutarato, l’alanina in piruvato e l’aspar- 
tato in ossalacetato. Il glutammato e la glutammina sono 
particolarmente importanti poiché agiscono come un punto 
di raccolta dei gruppi amminici. Nel citosol delle cellule del 
fegato (gli epatociti), i gruppi amminici della maggioranza 
degli amminoacidi vengono trasferiti all’a-chetoglutarato, 
formando glutammato; quest’ultimo entra nei mitocondri, 
dove perde il suo gruppo amminico sotto forma di NH7. In 


gran parte degli altri tessuti l'eccesso di ammoniaca viene 
convertito nell’azoto ammidico della glutammina, che vie- 
ne trasferita al fegato e quindi entra nei mitocondri di que- 
ste cellule. La glutammina e il glutammato sono presenti 
a concentrazioni più elevate degli altri amminoacidi nella 
maggior parte dei tessuti. 

Nel muscolo scheletrico, i gruppi amminici in eccesso 
vengono in genere trasferiti al piruvato formando alani- 
na, un’altra importante molecola che può trasferire i grup- 
pi amminici al fegato. Nella Sezione 18.2 vedremo che l’a- 
spartato partecipa a processi metabolici che avvengono 
dopo che i gruppi amminici sono stati trasportati al fegato. 

Inizieremo con una discussione sulla demolizione delle 
proteine della dieta, per passare poi a una descrizione ge- 
nerale dei destini metabolici dei gruppi amminici. 


e Le proteine della dieta vengono degradate 
enzimaticamente ad amminoacidi 

Nell’uomo, le proteine ingerite con la dieta vengono de- 
gradate ad amminoacidi liberi nel tratto gastrointestinale. 
L'ingresso delle proteine della dieta nello stomaco stimola 
la mucosa gastrica a secernere l’ormone gastrina, che a 
sua volta stimola la secrezione di acido cloridrico da par- 
te delle cellule parietali e di pepsinogeno da parte delle 
cellule adelomorfe nella regione delle ghiandole gastri- 
che (Figura 18.3a). Il succo gastrico acido (pH da 1,0 a 2,5) 
agisce sia da antisettico, poiché uccide la maggior parte 
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Figura 18.2 Catabolismo dei gruppi amminici. (a) Schema 
generale del catabolismo dei gruppi amminici (ombreggiati) nel 
fegato dei vertebrati. (b) Forme di escrezione dell'azoto. L'eccesso di 
NH; viene escreto sotto forma di ammoniaca (microbi, pesci ossei), di 
urea (la maggior parte dei vertebrati terrestri) o di acido urico (uccelli 


dei batteri e delle cellule estranee, sia da agente denatu- 
rante, poiché denatura le proteine globulari rendendole 
meno ripiegate e rendendo così i legami peptidici inter- 
ni più suscettibili all’idrolisi enzimatica. Il pepsinogeno 
(M, 40 554), un precursore inattivo, o zimogeno (pagina 
240), viene convertito in pepsina attiva (M, 34 614) me- 
diante una scissione autocatalitica (catalizzata dallo stes- 
so pepsinogeno), che avviene solo a pH bassi. Nello sto- 
maco, la pepsina idrolizza le proteine ingerite rompendo 
i legami peptidici formati dai residui aromatici Phe, Trp 
e Tyr, a livello del loro gruppo amminico (vedi la Tabella 
3.6); l’azione dell'enzima proteolitico su un polipeptide 
genera una miscela di peptidi più piccoli. 

Quando il contenuto dello stomaco passa nell'intestino 
tenue, il pH basso provoca la secrezione dell'ormone se- 
cretina nel sangue. La secretina stimola il pancreas a se- 
cernere il bicarbonato nell’intestino tenue, per neutraliz- 
zare l’HCI proveniente dallo stomaco, e portando in bre- 


e rettili terrestri). Si noti che gli atomi di carbonio dell'urea e dell'acido 
urico sono altamente ossidati; l'organismo elimina il carbonio 

solo dopo aver ricavato da esso la maggior parte della sua energia 
disponibile mediante ossidazione. 


ve tempo il valore del pH vicino a 7. (Tutte le secrezio- 
ni pancreatiche passano nell’intestino tenue attraverso il 
dotto pancreatico.) La digestione delle proteine ora con- 
tinua nell’intestino tenue. Farrivo degli amminoacidi nel- 
la parte alta dell'intestino (duodeno) causa il rilascio nel 
sangue dell’ormone colecistochinina, che stimola la se- 
crezione di alcuni enzimi pancreatici; un pH ottimale è 
intorno a valori di 7 e 8. Il tripsinogeno, il chimotripsi- 
nogeno e le procarbossipeptidasi A e B - gli zimogeni 
della tripsina, della chimotripsina e delle carbossipe- 
ptidasi A e B - vengono sintetizzati e secreti dalle cellule 
esocrine del pancreas (Figura 18.3b). Il tripsinogeno viene 
convertito nella sua forma attiva, la tripsina, dall’entero- 
peptidasi, un enzima proteolitico secreto dalle cellule in- 
testinali. La tripsina libera catalizza la conversione di al- 
tro tripsinogeno in tripsina (vedi la Figura 6.38). La trip- 
sina attiva poi il chimotripsinogeno, le procarbossipepti- 
dasi e la proelastasi. 
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Figura 18.3 Parte del tratto digestivo (gastrointestinale) 
umano. (a) Le cellule parietali e le cellule adelomorfe secernono i loro 
prodotti in risposta all'ormone gastrina. La pepsina inizia il processo 
di degradazione delle proteine nello stomaco. (b) Il citoplasma 

delle cellule esocrine è completamente occupato dal reticolo 
endoplasmatico ruvido, il sito di sintesi degli zimogeni di molti enzimi 
digestivi. Gli zimogeni sono concentrati in particelle di trasporto 
circondate da membrane chiamate granuli di zimogeno. Quando 

una cellula pancreatica esocrina viene stimolata, la sua membrana 


Perché è necessario un meccanismo così elaborato per 
attivare gli enzimi digestivi del tratto intestinale? La sinte- 
si degli enzimi come precursori inattivi protegge le cellule 
esocrine dall'attacco proteolitico. Il pancreas si protegge 
ulteriormente contro l’autodigestione sintetizzando uno 
specifico inibitore, l’inibitore pancreatico della tripsi- 
na (pagina 240), che impedisce la produzione prematura 
di enzimi proteolitici nelle cellule pancreatiche. 

La tripsina e la chimotripsina idrolizzano ulteriormen- 
te i peptidi prodotti dalla pepsina nello stomaco. Questa 
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plasmatica si fonde con la membrana dei granuli di zimogeno e gli 
zimogeni vengono poi rilasciati nel lume del dotto collettore per 
esocitosi. Il dotto collettore confluisce nel dotto pancreatico e di 

qui nell'intestino tenue. (c) Gli amminoacidi vengono assorbiti dallo 
strato di cellule epiteliali (Mucosa intestinale) dei villi ed entrano nei 
capillari. Si ricordi che i prodotti dell'idrolisi dei lipidi nell'intestino 
tenue entrano nel sistema dei vasi linfatici dopo essere stati assorbiti 
dalla mucosa intestinale (vedi la Figura 17.1). 


fase della digestione delle proteine è caratterizzata da una 
grande efficienza, in quanto la pepsina, la tripsina e la chi- 
motripsina hanno diverse specificità (vedi la Tabella 3.6). 
La degradazione dei peptidi di piccole dimensioni nell’in- 
testino tenue viene completata da altre peptidasi intesti- 
nali, tra cui le carbossipeptidasi A e B (enzimi contenenti 
zinco) e una amminopeptidasi, che rimuovono in succes- 
sione rispettivamente residui amminoacidici dall’estremi- 
tà carbossiterminale o idrolizzano residui amminotermi- 
nali da brevi peptidi. Gli amminoacidi liberi vengono tra- 
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sportati nelle cellule epiteliali dell’intestino tenue (Figura 
18.3c), poi entrano nei capillari dei vasi dei villi intestina- 
li per giungere al fegato. Nell'uomo la maggior parte delle 
proteine globulari di origine animale viene completamen- 
te idrolizzata ad amminoacidi nel tratto gastrointestinale, 
ma alcune proteine fibrose, come la cheratina, vengono 
digerite solo parzialmente. Inoltre, le proteine di alcuni 
prodotti alimentari vegetali sono protette da un guscio di 
cellulosa non digeribile. 

La pancreatite acuta è causata dall’ostruzione 

della normale via di secrezione del succo pan- 

creatico nell’intestino. Gli zimogeni e gli enzimi 
proteolitici vengono convertiti prematuramente nelle lo- 
ro forme cataliticamente attive all’interno delle cellule pan- 
creatiche, e attaccano il tessuto pancreatico stesso. Questo 
causa dolori acutissimi e danni al pancreas, fino a provo- 
care la morte. O 


e  Ilpiridossal fosfato partecipa al trasferimento dei gruppi 
a-amminici all’a-chetoglutarato 

Il distacco del gruppo a-amminico, la prima tappa del ca- 
tabolismo della maggior parte degli L-amminoacicidi, è 
promosso da enzimi chiamati amminotrasferasi oppu- 
re transamminasi. In queste reazioni di transammina- 
zione il gruppo a-amminico viene trasferito all’atomo di 
carbonio a dell’a-chetoglutarato, generando contempora- 
neamente l’a-chetoacido corrispondente all’amminoacido 
(Figura 18.4). In queste reazioni non c'è una deammina- 
zione netta, cioè una perdita di gruppi amminici, poiché 
si ha contemporaneamente un’amminazione dell’a-cheto- 
glutarato e una deamminazione dell’a-amminoacido. Lef- 
fetto delle reazioni di transamminazione è quello di rac- 
cogliere i gruppi amminici che derivano da diversi tipi di 
amminoacidi su un unico tipo di composto, l’L-glutamma- 
to. Il glutammato funge poi da donatore del gruppo am- 
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Figura 18.4 La reazione catalizzata dalle transamminasi. In 
molte reazioni amminotrasferasiche, l'a-chetoglutarato è l'accettore 
del gruppo amminico. Tutte le amminotrasferasi utilizzano il 
piridossal fosfato (PLP) come cofattore. Anche se la reazione è 
mostrata nella direzione del trasferimento del gruppo amminico 
sull'a-chetoglutarato, essa è facilmente reversibile. 
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minico per le reazioni delle vie biosintetiche, o per le rea- 
zioni delle vie di escrezione che portano all’eliminazione 
di prodotti azotati di scarto. 

Le cellule contengono diverse amminotrasferasi, molte 
delle quali sono specifiche per l’a-chetoglutarato quale ac- 
cettore del gruppo amminico. Le amminotrasferasi differi- 
scono invece nella specificità per l’altro substrato, l’L-ammi- 
noacido che deve donare il gruppo amminico. Questi enzi- 
mi prendono il nome proprio dall’amminoacido donatore 
(per esempio, alanina amminotrasferasi e aspartato ammi- 
notrasferasi). Le reazioni catalizzate dalle amminotrasfera- 
si sono facilmente reversibili e hanno una costante di equi- 
librio molto vicina a 1 (AG' = 0 kJ/mole). 

Tutte le amminotrasferasi hanno lo stesso gruppo pro- 
stetico e un meccanismo di reazione identico. Il gruppo 
prostetico è il piridossal fosfato (PLP), la forma coen- 
zimatica della piridossina, o vitamina By. Abbiamo già in- 
contrato il piridossal fosfato nel Capitolo 15, come cofat- 
tore nella reazione della glicogeno fosforilasi; la sua fun- 
zione in quella reazione, però, non rispecchia il suo ruo- 
lo coenzimatico normale, che ha a che fare appunto con il 
metabolismo delle molecole contenenti gruppi amminici. 

Il piridossal fosfato agisce come un trasportatore di 
gruppi amminici a livello del sito attivo dell’amminotra- 
sferasi. Questo cofattore va incontro a trasformazioni re- 
versibili tra la sua forma aldeidica, il piridossal fosfato che 
può accettare un gruppo amminico, e la sua forma am- 
minata, la piridossammina fosfato che può donare il suo 
gruppo amminico a un a-chetoacido (Figura 18.5a). Il pi- 
ridossal fosfato è in genere legato covalentemente al sito 
attivo dell'enzima mediante un legame aldimminico (ba- 
se di Schiff) con il gruppo amminico e di un residuo di Lys 
(Figura 18.5b, d). 

Il piridossal fosfato è coinvolto anche in diversi tipi di 
reazioni a livello degli atomi di carbonio a, f e y (da C-2 
a C-4) degli amminoacidi. Le reazioni riguardanti l’ato- 
mo di carbonio a (Figura 18.6) comprendono racemizza- 
zioni (interconversioni tra p- ed L-amminoacidi), decar- 
bossilazioni e ovviamente transamminazioni. In ognuna 
di queste reazioni il piridossal fosfato esercita sempre la 
stessa funzione chimica. Uno dei legami del carbonio a 
del substrato viene rotto mediante sottrazione di un pro- 
tone o di un gruppo carbossilico. La coppia di elettroni 
lasciata sull’atomo di carbonio a formerebbe un carba- 
nione altamente instabile, ma il piridossal fosfato genera 
una stabilizzazione per risonanza di questo intermedio 
(riquadro nella Figura 18.6). La struttura altamente co- 
niugata del PLP (una trappola per elettroni) consente la 
delocalizzazione della carica negativa. 

Le amminotrasferasi (Figura 18.5) sono esempi clas- 
sici di enzimi che catalizzano reazioni biomolecolari a 
“ping-pong” (vedi la Figura 6.13b). In questo tipo di rea- 
zioni il primo substrato deve lasciare il sito attivo perché 
si possa legare il secondo substrato. Quindi il primo sub- 
strato, l’amminoacido, si lega al sito attivo, dona il suo 
gruppo amminico al piridossal fosfato e si allontana sotto 
forma di un a-chetoacido. Il secondo substrato, l’a-che- 
toacido, si lega poi al sito attivo e accetta il gruppo am- 
minico dalla piridossammina fosfato, uscendo sotto for- 
ma di amminoacido. 
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Figura 18.5 Il piridossal fosfato, il gruppo prostetico delle 
amminotrasferasi. (a) Il piridossal fosfato (PLP) e la sua forma 
amminata, la piridossammina fosfato, sono legati saldamente 
all'enzima. | gruppi funzionali coinvolti nella reazione sono 
ombreggiati. (b) Il piridossal fosfato è legato all'enzima mediante 
interazioni non covalenti e mediante la formazione di una base di 
Schiff (aldimmina) con un residuo di Lys presente nel sito attivo 
dell'enzima. Le tappe della formazione di una base di Schiff da una 


e Ilglutammato rilascia il suo gruppo amminico 

sotto forma di ammoniaca nel fegato 
Come si è visto, i gruppi amminici di molti amminoaci- 
di vengono raccolti nel fegato sotto forma di gruppi am- 
minici delle molecole di L-glutammato. Successivamen- 
te i gruppi amminici devono essere rimossi dal glutam- 
mato, in modo da poter essere escreti. Negli epatociti, il 
glutammato viene trasferito dal citosol ai mitocondri, do- 
ve va incontro a una deamminazione ossidativa, cata- 
lizzata dalla L-glutammato deidrogenasi (M, 330 000). 
Nei mammiferi, questo enzima è presente nella matrice 
mitocondriale. È il solo enzima che può usare NAD* o 
NADP* come accettore di equivalenti di riduzione (Fi- 
gura 18.7). 

lazione combinata di un'amminotrasferasi e della glu- 
tammato deidrogenasi viene chiamata transdeammina- 
zione. Solo alcuni amminoacidi non vanno incontro al pro- 
cesso di transdeamminazione e subiscono una deammina- 
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(d) (e) 


ammina primaria e un gruppo carbonilico sono illustrate nella Figura 
14.6. (c) Rappresentazione del PLP (in rosso) legato a uno dei due siti 
attivi dell'enzima dimerico aspartato amminotrasferasi, una tipica 
amminotrasferasi. (d) Immagine del sito attivo, con il PLP (in rosso, con 
il fosforo in giallo) impegnato nel legame aldimminico con la catena 
laterale della Lys?58 (in viola). (e) Un'altra immagine del sito attivo, 

con il PLP legato all'analogo del substrato 2-metilaspartato (in verde) 
mediante la formazione di una base di Schiff (PDB ID 1AJS). 


zione ossidativa diretta. Il destino dell’NH7 così prodotto 
sarà discusso in dettaglio nella Sezione 18.2. Ea-chetoglu- 
tarato che si forma per deamminazione del glutammato 
può essere utilizzato nel ciclo dell’acido citrico o per la sin- 
tesi del glucosio. 

La glutammato deidrogenasi agisce in un importan- 
te punto di intersezione del metabolismo del carbonio e 
dell’azoto. l’attività di questo enzima allosterico, formato 
da sei subunità identiche, è influenzata da un complicato 
intreccio di modulatori allosterici. Quelli meglio studiati 
sono il modulatore positivo ADP e il modulatore negati- 
vo GTP Il significato di questo sistema di regolazione non 
è chiaro; tuttavia, mutazioni che alterano il sito di legame 
del GTP o che mantengono la glutammato deidrogena- 
si in uno stato sempre attivo causano una malattia gene- 
tica chiamata sindrome da iperinsulinismo e iperammo- 
niemia, caratterizzata da livelli elevati di ammoniaca nel 
sangue e da ipoglicemia. 
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Figura 18.6 X} MECCANISMO D'AZIONE Alcune 
trasformazioni a livello del carbonio a degli amminoacidi 

sono facilitate dal piridossal fosfato. Il piridossal fosfato è in 
genere legato all'enzima attraverso una base di Schiff, detta anche 
aldimmina interna. Questa forma attivata del PLP va incontro a 
transamminazione, per formare una nuova base di Schiff (aldimmina 
esterna) con il gruppo a-amminico dell'amminoacido substrato 
(vedi la Figura 18.5b, d). L'aldimmina esterna può seguire le tre vie 
alternative qui mostrate: @ transamminazione, @ racemizzazione 

e @ decarbossilazione. La base di Schiff formatasi tra il PLP e 
l'amminoacido è legata all'anello piridinico, una trappola per elettroni 
che permette la delocalizzazione di una coppia di elettroni, in modo 


e Laglutammina trasporta l’ammoniaca nel torrente 


circolatorio 
Pammoniaca è molto tossica per i tessuti animali (esamine- 
remo i possibili motivi più avanti), quindi il suo livello nel 
sangue deve essere regolato. In molti organi, tra cui il cer- 
vello, altri processi, come la degradazione dei nucleotidi, 
possono generare ammoniaca. Nella maggior parte degli 
animali l'’ammoniaca viene convertita in un composto non 
tossico prima di essere trasportata attraverso il sangue dai 
tessuti extracpatici al fegato o ai reni. Per la funzione di tra- 
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da evitare la formazione di un carbanione instabile sul carbonio a 
(inserto). In tutti e tre i casi è coinvolto un intermedio chinonoide. Il 
processo di transamminazione @ è di particolare importanza per le 
vie metaboliche trattate in questo capitolo. La sequenza di reazioni 
qui mostrata (da sinistra a destra) rappresenta solo una parte del 
processo di transamminazione catalizzato dalle amminotrasferasi. 

Per completare il processo, un secondo chetoacido sostituisce quello 
rilasciato e viene convertito nell'amminoacido corrispondente tramite 
la stessa sequenza di reazioni, ma invertita (da destra a sinistra). Il 
piridossal fosfato partecipa anche ad alcune reazioni che coinvolgono 
gli atomi di carbonio f e y di alcuni amminoacidi (non mostrate). 


& Pyridoxal Phosphate Reaction Mechanisms 


sportatore il glutammato, che è essenziale per il metaboli- 
smo intracellulare dei gruppi amminici, viene sostituito dal- 
la L-glutammina. L’ammoniaca prodotta nei tessuti si com- 
bina con il glutammato, formando glutammina per azione 
della glutammina sintetasi. La reazione richiede ATP e 
avviene in due tappe (Figura 18.8). Dapprima il glutamma- 
to e ’ATP reagiscono tra loro, formando ADP e il composto 
intermedio y-glutammil fosfato; quest’ultimo reagisce poi 
con l’ammoniaca (ione ammonio), generando glutammina 
e fosfato inorganico. La glutammina, il trasportatore non 
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Figura 18.7 Lareazione catalizzata dalla glutammato 
deidrogenasi. Questo enzima del fegato di mammifero può utilizzare 
come cofattori sia il NAD* sia il NADP*, mentre la glutammato 
deidrogenasi delle piante e dei microrganismi generalmente è 
specifica per l'uno o per l'altro cofattore. L'enzima presente nei 
mammiferi è regolato allostericamente dal GTP e dall'ADP. 


tossico dell’ammoniaca, è normalmente presente nel san- 
gue a concentrazioni nettamente più elevate di ogni altro 
amminoacido; essa rappresenta anche una fonte di gruppi 
amminici in molte reazioni biosintetiche. La glutammina 
sintetasi si trova in tutti gli organismi, dove svolge un ruo- 
lo metabolico centrale. Nei microrganismi l'enzima funge 
da porta di ingresso dell’azoto fissato nei sistemi biologi- 
ci. (I ruoli della glutammina e della glutammina sintetasi 
nel metabolismo saranno ancora discussi nel Capitolo 22.) 
Nella maggior parte degli animali terrestri, la glutam- 
mina in eccesso rispetto a quella richiesta dalle biosinte- 
si viene trasportata dal sangue all’intestino, al fegato e ai 
reni, dove viene metabolizzata. In questi tessuti l’azoto 
ammidico viene rilasciato sotto forma di ione ammonio 
nei mitocondri, dove l’enzima glutamminasi converte la 
glutammina in glutammato e NHj (Figura 18.8). 'NH{ 
dall’intestino e dai reni viene trasportato attraverso il san- 
gue al fegato, dove lo ione ammonio viene trasformato in 
urea. Una certa quantità del glutammato prodotto dalla 
glutamminasi può essere ulteriormente metabolizzata nel 
fegato dalla glutammato deidrogenasi, che libera altro io- 
ne ammonio e rende disponibili scheletri carboniosi co- 
me combustibile metabolico. Tuttavia, la maggior parte 
del glutammato entra nelle reazioni di transamminazio- 
ne necessaria per la biosintesi degli amminoacidi o per al- 
tri processi metabolici (Capitolo 22). 
Nell’acidosi metabolica (pagina 704) l’utilizzo di 
glutammina da parte dei reni è notevolmente au- 
mentato e non tutto NH} prodotto in eccesso 
viene riversato nel sangue o trasformato in urea, ma in par- 
te viene escreto direttamente nelle urine. Nel rene, PINH{ 
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Figura 18.8 Trasporto dell’ammoniaca sotto forma di 
glutammina. L'ammoniaca in eccesso nei tessuti viene aggiunta al 
glutammato per formare glutammina, un processo catalizzato dalla 
glutammina sintetasi. Il sangue trasporta la glutammina al fegato e 
l'NH7 viene liberato nei mitocondri dall'enzima glutamminasi. 


forma sali con gli acidi metabolici, favorendo la loro rimo- 
zione con le urine. Il bicarbonato prodotto per decarbos- 
silazione dell’a-chetoglutarato nel ciclo dell’acido citrico 
può anche servire come tampone nel plasma. L'insieme di 
questi effetti della glutammina sul metabolismo nel rene 
tende a contrastare la condizione di acidosi. O 


e  L'alaninatrasporta lo ione ammonio dal muscolo 
scheletrico al fegato 

Palanina svolge un ruolo speciale nel trasporto dei gruppi 
amminici al fegato in forma non tossica, attraverso il ciclo 
glucosio-alanina (Figura 18.9). Nel muscolo e in altri tes- 
suti che degradano gli amminoacidi per usarli come com- 
bustibili, i gruppi amminici degli amminoacidi diventano 
gruppi amminici del glutammato tramite la transammina- 
zione (Figura 18.2a). Il glutammato può essere poi conver- 
tito in glutammina, che verrà trasportata al fegato, come si 
è già visto; in alternativa, il glutammato trasferisce il suo 
gruppo a-amminico al piruvato prodotto dalla glicolisi che 
avviene nel muscolo, per azione dell’alanina amminotra- 
sferasi (Figura 18.9). Palanina così formata passa nel san- 
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Figura 18.9 Ciclo glucosio-alanina. L'alanina serve come 
trasportatore dell'ammoniaca e dello scheletro carbonioso del 
piruvato dal muscolo al fegato. L'ammoniaca viene escreta, mentre 
il piruvato viene utilizzato per produrre glucosio, che ritorna al 
muscolo. 


gue e giunge al fegato. Nel citosol degli epatociti l’alanina 
amminotrasferasi trasferisce il gruppo amminico dall’ala- 
nina all’a-chetoglutrato, formando piruvato e glutammato; 
quest’ultimo può entrare nel mitocondrio, dove la reazio- 
ne glutammato deidrogenasica rilascia NHj (Figura 18.7), 
oppure va incontro a transamminazione con l’ossalaceta- 
to per formare aspartato, un altro donatore di azoto nella 
sintesi dell’urea, come vedremo più avanti. 

Lutilizzo dell’alanina come trasportatore dello io- 
ne ammonio dal muscolo scheletrico al fegato è un altro 
esempio dell’esigenza di economia propria degli organi- 
smi viventi. Il muscolo, quando si contrae vigorosamen- 
te, lo fa in condizioni anaerobiche, producendo piruvato 
e lattato dalla glicolisi, e anche NH7 dalla demolizione 
delle proteine. Questi prodotti devono raggiungere il fe- 
gato, dove il piruvato e il lattato vengono trasformati in 
glucosio, che ritorna al muscolo, mentre lo ione ammonio 
viene convertito in urea, che verrà escreta. Il ciclo gluco- 
sio-alanina, insieme al ciclo di Cori (vedi il Box 14.2 e la 
Figura 23.19), svolge questo compito. Il carico energeti- 
co della gluconeogenesi è a spese del fegato, invece che 
del muscolo, e tutto l’ATP disponibile nel muscolo servi- 
rà per la contrazione. 
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e L'ammoniacaè tossica per gli animali 

La produzione catabolica dell’ammoniaca (ione 
F ammonio) pone un problema biochimico molto 

grave, in quanto l’ammoniaca è molto tossica. Le 
basi molecolari della tossicità dell'’ammoniaca non sono sta- 
te perfettamente chiarite. Gli stadi terminali dell’intossica- 
zione da ammoniaca nell’uomo sono caratterizzati dall’in- 
sorgenza di uno stato comatoso accompagnato da edema 
cerebrale (aumento del contenuto d’acqua nel cervello) e 
da un'elevata pressione intracranica. Per questo la ricerca 
sulla tossicità dell'ammoniaca riguarda soprattutto il cer- 
vello ed è basata in particolare sulla possibile diminuzione 
del livello di ATP nelle cellule cerebrali. 

L’ammoniaca è in grado di attraversare facilmente la 
barriera ematoencefalica, quindi ogni condizione che fa 
aumentare il livello dell’ammoniaca nel torrente circola- 
torio esporrà anche il cervello a elevate concentrazioni di 
ammoniaca. Il cervello in via di sviluppo è maggiormen- 
te suscettibile agli effetti deleteri dello ione ammonio di 
quanto lo sia il cervello di un adulto. Il danno che deriva 
dalla tossicità dello ione ammonio comprende la perdita 
di neuroni, la formazione non corretta delle sinapsi e un 
difetto generalizzato del metabolismo energetico cellulare. 

La rimozione dell’eccesso di ammoniaca dal citosol ri- 
chiede l’amminazione riduttiva dell’a-chetoglutarato a 
glutammato, a opera della glutammato deidrogenasi (l’in- 
verso della reazione descritta in precedenza; Figura 18.7), e 
la conversione del glutammato in glutammina a opera del- 
la glutammina sintetasi. I due enzimi sono presenti a con- 
centrazioni elevate nel cervello, anche se è la glutammina 
sintetasi ad avere il ruolo più importante nella rimozione 
dell’ammoniaca. Laumento dei livelli di glutammina (che 
agisce da soluto osmoticamente attivo) provocato dall’ec- 
cesso di NHj va ad agire sull’osmolarità degli astrociti nel 
cervello, cellule a forma di stella che provvedono al nutri- 
mento, al supporto e all’isolamento dei neuroni. L'ingresso 
di acqua negli astrociti, necessario a mantenere il bilancio 
osmotico, porta al rigonfiamento delle cellule e dell’inte- 
ro cervello, e infine al coma. 

La carenza di glutammato per la reazione glutammina 
sintetasica può avere altre conseguenze sul cervello. Il glu- 
tammato e un suo derivato, il y-amminobutirrato (GABA; 
vedi la Figura 22.31), sono importanti neurotrasmettito- 
ri. La sensibilità del cervello all'’ammoniaca può anche di- 
pendere dalla carenza di questi neurotrasmettitori, oltre 
che dall’alterazione del bilancio osmotico. © 

Al termine di questa prima parte della trattazione sul 
metabolismo del gruppo amminico, si noti che finora ab- 
biamo descritto diversi processi che immagazzinano l’ec- 
cesso di ammoniaca nei mitocondri degli epatociti (Figu- 
ra 18.2). Si può ora iniziare a trattare il destino di questa 
ammoniaca. 


SOMMARIO 18.1 
Destino metabolico dei gruppi amminici 

e Nell'uomo, una piccola parte dell'energia prodotta 
dalle reazioni ossidative deriva dal catabolismo degli 
amminoacidi. Gli amminoacidi liberi sono prodot- 
ti dalla normale demolizione delle proteine cellulari 
(riciclaggio), dalla degradazione delle proteine della 
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dieta e dalla degradazione di proteine corporee che so- 
stituiscono altre fonti di energia durante il digiuno o 
nei casi di diabete mellito non trattato. 

e Le proteasi degradano le proteine ingerite nello stoma- 
co e nell’intestino tenue. La maggior parte delle protea- 
si viene inizialmente sintetizzata sotto forma di zimo- 
geni inattivi. 

e Una fase iniziale del catabolismo degli amminoacidi è 
la rimozione del gruppo amminico dallo scheletro car- 
bonioso. Nella maggior parte dei casi, il gruppo ammi- 
nico viene trasferito sull’a-chetoglutarato, per formare 
il glutammato. Questa reazione di transamminazione 
richiede il coenzima piridossal fosfato. 

e Il glutammato viene trasportato nei mitocondri degli 
epatociti, dove la glutammato deidrogenasi libera il 
gruppo amminico come ione ammonio (NH7). L’am- 
moniaca formata in altri tessuti viene trasportata al fe- 
gato come azoto ammidico della glutammina oppure, 
se formata nel muscolo scheletrico, come gruppo am- 
minico dell’alanina. 

e Nel fegato, il piruvato prodotto per deamminazione 
dell’alanina viene convertito in glucosio e rientra nel 
muscolo come parte del ciclo glucosio-alanina. 


Escrezione dell'azoto e ciclo dell’urea 


I gruppi amminici, se non vengono riutilizzati per la sintesi 
di nuovi amminoacidi o di altri componenti azotati, vengo- 
no convertiti tutti in un unico prodotto finale di escrezione 
(Figura 18.10). La maggior parte delle specie acquatiche, 
come i pesci ossei, elimina l'azoto amminico sotto forma di 
ammoniaca e perciò questi animali sono detti ammonio- 
telici. L’ammoniaca viene semplicemente diluita nell’ac- 
qua circostante. Gli animali terrestri necessitano di vie per 
l’escrezione dell’azoto che riducano al minimo la tossicità 
e la perdita di acqua. La maggior parte di questi animali 
elimina l'azoto amminico sotto forma di urea e di conse- 
guenza essi vengono definiti ureotelici; gli uccelli e i ret- 
tili eliminano invece l’azoto amminico come acido urico e 
vengono quindi chiamati uricotelici. (La via per la sinte- 
si dell'acido urico è descritta nella Figura 22.48.) Le pian- 
te praticamente riciclano tutti i gruppi amminici e non vi 
è, se non in condizioni straordinarie, escrezione di azoto. 

Negli organismi ureotelici l’ammoniaca accumulata 
nei mitocondri degli epatociti viene convertita in urea me- 
diante il ciclo dell’urea. Questa via metabolica venne sco- 
perta nel 1932 da Hans Krebs (che più tardi scoprì anche il 
ciclo dell'acido citrico), insieme al suo collaboratore Kurt 
Henseleit, ancora studente di medicina. La produzione di 
urea ha luogo quasi esclusivamente nel fegato, ed è il de- 
stino metabolico della maggior parte dell'’ammoniaca che 
vi giunge. Eurea passa quindi nel sangue e raggiunge i re- 
ni, dove viene escreta tramite le urine. Focalizzeremo ora 
la nostra attenzione sulla produzione dell’urea. 


e L'ureaviene prodotta dall’ammoniaca in quattro tappe 
enzimatiche 

Il ciclo dell’urea inizia all'interno dei mitocondri degli epa- 

tociti, ma le tre tappe successive avvengono nel citosol; il 
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ciclo utilizza quindi due compartimenti cellulari (Figu- 
ra 18.10). Il primo gruppo amminico a entrare nel ciclo 
dell’urea deriva dall’ammoniaca presente all’interno dei 
mitocondri e prodotta attraverso le varie tappe che abbia- 
mo descritto in precedenza. Il fegato riceve l’ammoniaca 
anche attraverso la vena porta dall’intestino, dove è pro- 
dotta dall’ossidazione degli amminoacidi a opera dei bat- 
teri. Qualunque sia la sua fonte, PNH7 presente nei mito- 
condri viene immediatamente utilizzato, insieme alla CO, 
(sotto forma di HCO;) che proviene dalla respirazione mi- 
tocondriale, per formare carbamil fosfato (Figura 18.11a, 
vedi anche la Figura 18.10). Questa reazione dipendente 
dall’ATP ha luogo nella matrice dei mitocondri ed è cata- 
lizzata dall’enzima carbamil fosfato sintetasi I, un enzi- 
ma regolatore (vedi più avanti). La forma mitocondriale di 
questo enzima è diversa da quella citosolica (indicata con 
la sigla II), che funziona invece nella biosintesi delle basi 
pirimidiniche (Capitolo 22). 

Il carbamil fosfato, che può essere considerato un do- 
natore di gruppi carbamilici attivati, entra quindi nel ci- 
clo dell’urea. Questa via metabolica ciclica è costituita da 
quattro tappe enzimatiche. Innanzitutto il carbamil fosfa- 
to dona il suo gruppo carbamilico all’ornitina per formare 
citrullina, con il contemporaneo rilascio di P; (Figura 18.10, 
tappa ©). La reazione è catalizzata dall’ornitina trans- 
carbamilasi. Lornitina non fa parte dei 20 amminoacidi 
standard presenti comunemente nelle proteine, ma è un 
intermedio chiave del metabolismo dell’azoto. Viene sinte- 
tizzata a partire dal glutammato in una via a cinque tappe, 
descritta nel Capitolo 22. Eornitina svolge un ruolo simile 
a quello dell’ossalacetato nel ciclo dell’acido citrico, accet- 
tando un’unità di carbamile a ogni giro del ciclo dell’urea. 
La citrullina prodotta nella prima tappa del ciclo dell’urea 
esce dai mitocondri e il ciclo continua nel citosol. 

Le due tappe successive forniscono il secondo gruppo 
amminico. La fonte è l’aspartato prodotto nei mitocondri 
per transamminazione e trasportato nel citosol. Una rea- 
zione di condensazione tra il gruppo amminico dell’aspar- 
tato e il gruppo ureidico (carbonilico) della citrullina ge- 
nera il composto argininosuccinato (tappa @ nella Figura 
18.10). Questa reazione citosolica, catalizzata dall’enzima 
argininosuccinato sintetasi, richiede ATP e procede at- 


Figura 18.10 Il ciclo dell’urea e le reazioni che riforniscono il 
ciclo di gruppi amminici. Gli enzimi che catalizzano queste reazioni 
(riportati nel testo) sono distribuiti tra la matrice mitocondriale e il 
citosol. Un gruppo amminico entra nel ciclo dell’urea sotto forma di 
carbamil fosfato, prodotto nella matrice mitocondriale; l'altro entra 
come aspartato, anch'esso prodotto nella matrice mitocondriale 

per transamminazione dell'ossalacetato col glutammato, reazione 
catalizzata dall'aspartato amminotrasferasi. Il ciclo dell'urea è 
costituito da quattro tappe. © Formazione della citrullina da ornitina 
e carbamil fosfato (ingresso del primo gruppo amminico); la citrullina 
passa nel citosol.@ Formazione dell'argininosuccinato attraverso 
l'intermedio citrullil-AMP (ingresso del secondo gruppo amminico). 
© Formazione dell'arginina dall'argininosuccinato; questa reazione 
rilascia fumarato, che entra nel ciclo dell'acido citrico. © Formazione 
dell'urea; questa reazione rigenera anche l'ornitina. Le vie con cui 
l'NHj arriva alla matrice mitocondriale degli epatociti sono già state 
descritte nella Sezione 18.1. 
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Figura 18.11 X} MECCANISMO D'AZIONE Reazioni di 
acquisizione dell'azoto nella sintesi dell’urea. l'azoto dell’urea 
viene acquisito in due reazioni ed entrambe consumano ATP. 

(a) Nella reazione catalizzata dalla carbamil fosfato sintetasi I, il primo 
atomo di azoto proviene dall'ammoniaca. Per formare una molecola 
di carbamil fosfato vengono utilizzati i gruppi fosforici terminali di 
due molecole di ATP. In altre parole, questa reazione ha due tappe di 


traverso la formazione di un intermedio citrullil-AMP (Fi- 
gura 18.11b). L’argininosuccinato viene poi scisso reversi- 
bilmente dall’argininosuccinasi, che produce arginina e 
fumarato (tappa © nella Figura 18.10); quest’ultimo en- 
tra nei mitocondri e si aggiunge agli altri intermedi del ci- 
clo dell’acido citrico. Questa è l’unica reazione reversibile 
del ciclo dell’urea. Nella reazione finale del ciclo dell’urea 
(tappa ©), l'enzima citosolico arginasi scinde l’arginina 
in urea e ornitina. Si è così rigenerata l’ornitina, che entra 
nei mitocondri per iniziare un altro giro del ciclo dell’urea. 
Come osservato nel Capitolo 16, gli enzimi di molte vie 
metaboliche sono raggruppati in complessi (pagina 652). 
In questo modo il prodotto di un enzima viene direttamen- 
te incanalato nel sito attivo successivo della via. Nel ciclo 
dell’urea, gli enzimi mitocondriali e quelli citosolici sem- 
brano raggruppati secondo questo principio. La citrullina 
trasportata fuori dei mitocondri non si disperde tra i va- 
ri metaboliti presenti nel citosol, ma ogni molecola di ci- 
trullina passa direttamente nel sito attivo di una molecola 
di argininosuccinato sintetasi. Questo incanalamento de- 
gli intermedi continua poi con l’argininosuccinato, l’argi- 
nina e l’ornitina. Soltanto l’urea viene rilasciata nella fra- 
zione citosolica della cellula insieme agli altri metaboliti. 


e cicli dell'acido citrico e dell’urea possono essere collegati 

Il fumarato prodotto nella reazione dell’argininosuccina- 
si è anche un intermedio del ciclo dell’acido citrico. I due 
cicli sono quindi, in teoria, collegati in un processo detto 


attivazione (O e ©). & Carbamoyl Phosphate Synthetase | Mechanism 
(b) Nella reazione catalizzata dall'argininosuccinato sintetasi, il 
secondo atomo di azoto proviene dall'aspartato. L'attivazione 
dell'ossigeno ureidico della citrullina della tappa © favorisce 
l'aggiunta dell'aspartato nella tappa @. (i Argininosuccinate 
Synthetase Mechanism 


“biciclo di Krebs” (Figura 18.12). Tuttavia ciascun ciclo può 
operare indipendentemente dall’altro, e la loro comunica- 
zione è dovuta al passaggio di intermedi tra i mitocondri 
e il citosol. I principali trasportatori presenti sulla mem- 
brana mitocondriale interna comprendono il trasportato- 
re malato-a-chetoglutarato, il trasportatore glutammato- 
aspartato e il trasportatore glutammato-OH” . Nel loro in- 
sieme, questi trasportatori favoriscono il movimento del 
malato e del glutammato nella matrice mitocondriale e il 
movimento dell’aspartato e dell’a-chetoglutarato all’ester- 
no, verso il citosol. 

Diversi enzimi del ciclo dell’acido citrico, tra cui la fu- 
marasi (fumarato idratasi) e la malato deidrogenasi (pa- 
gina 663), sono presenti anche nel citosol in forme isozi- 
matiche diverse. Non vi sono però trasportatori che pos- 
sano trasferire di nuovo il fumarato prodotto durante la 
sintesi di arginina nel citosol nella matrice mitocondria- 
le. Il fumarato generato nel processo citosolico di sintesi 
dell’arginina può quindi essere convertito in malato nel 
citosol; questi intermedi possono essere ulteriormente 
metabolizzati nel citosol, oppure essere trasportati nei 
mitocondri, dove vengono utilizzati nel ciclo dell’acido ci- 
trico. L’aspartato, formato nei mitocondri mediante tran- 
samminazione dell’ossalacetato a opera del glutammato, 
può essere trasportato nel citosol, dove agisce da dona- 
tore di azoto nella reazione del ciclo dell’urea catalizza- 
ta dall’argininosuccinato sintetasi. Queste reazioni, che 
costituiscono lo shunt dell’aspartato-argininosuccina- 
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Figura 18.12 Collegamenti tra il ciclo dell’urea e il ciclo 

dell'acido citrico. interconnessione dei due cicli è stata denominata 
“biciclo di Krebs" Le reazioni che collegano il ciclo dell'acido citrico 

al ciclo dell'urea sono conosciute col nome di shunt (deviazione) 
dell'aspartato-argininosuccinato. Esse collegano le vie metaboliche 

dei gruppi amminici e degli scheletri carboniosi degli amminoacidi. In 
realtà le interconnessioni sono ancora più elaborate di quanto mostrato 
nella figura. Per esempio, alcuni enzimi del ciclo dell'acido citrico, 

come la fumarasi e la malato deidrogenasi, hanno forme isozimatiche 


to, generano collegamenti metabolici tra due vie separa- 
te che processano gruppi amminici e scheletri carbonio- 
si degli amminoacidi. 

Lutilizzo dell’aspartato come donatore di azoto nel ci- 
clo dell’urea potrebbe apparire come una via relativamen- 
te complicata per introdurre il secondo gruppo ammini- 
co nell’urea. Come vedremo nel Capitolo 22, questa incor- 
porazione dell’azoto è in effetti una delle due vie comu- 
nemente seguite per l'introduzione dei gruppi amminici 
nella biosintesi delle molecole azotate. L’interconnessione 
del ciclo dell’urea con altre vie può aiutare a spiegare l’uso 
dell’aspartato come donatore di azoto. I cicli dell’urea e 
dell’acido citrico sono strettamente legati da un proces- 
so che genera equivalenti riducenti sotto forma di NADH 
all’interno del mitocondrio. Come vedremo più dettaglia- 
tamente nel prossimo capitolo, il NADH prodotto dalla gli- 
colisi, dall’ossidazione degli acidi grassi e da altri processi 
non può attraversare la membrana mitocondriale interna. 
Gli equivalenti riducenti vengono invece trasportati all’in- 
terno del mitocondrio convertendo l’aspartato in ossala- 
cetato nel citosol, riducendo l’ossalacetato a malato me- 
diante gli equivalenti riducenti del NADH e trasportan- 


citosoliche e mitocondriali. Il fumarato prodotto nel citosol - nel 

ciclo dell'urea, nella biosintesi delle purine oppure in qualche altro 
processo — può essere convertito in malato citosolico e trasportato nei 
mitocondri per entrare nel ciclo dell'acido citrico. Questi processi sono 
ulteriormente collegati attraverso lo shuttle (navetta) malato-aspartato, 
un gruppo di reazioni che trasporta gli equivalenti riducenti all'interno 
del mitocondrio (vedi anche la Figura 19.31). Questi cicli e processi 
differenti utilizzano un ristretto numero di trasportatori presenti sulla 
membrana mitocondriale interna. 


do il malato nella matrice mitocondriale attraverso il tra- 
sportatore malato-a-chetoglutarato. Una volta all’interno 
del mitocondrio, il malato può essere riconvertito in ossa- 
lacetato, con la contemporanea rigenerazione del NADH. 
Lossalacetato viene convertito in aspartato nella matrice 
e poi trasportato al di fuori del mitocondrio tramite il tra- 
sportatore aspartato-glutammato. Questo sistema navetta 
malato-aspartato fa parte quindi di un altro ciclo che assi- 
cura un continuo e corretto rifornimento di NADH al mi- 
tocondrio (vedi la Figura 19.31). 

Questi processi richiedono che nel citosol le concen- 
trazioni di glutammato e di aspartato siano correttamente 
bilanciate. enzima che trasferisce i gruppi amminici tra 
questi amminoacidi è l’aspartato amminotrasferasi o AAT 
(chiamata anche glutammato-ossalacetato transamminasi 
o GOT). Questo enzima è uno dei più attivi nel fegato, ma 
anche in altri tessuti. Quando si verifica un danno tissuta- 
le, ’AATT, la cui attività è facilmente dosabile, viene river- 
sata nel sangue insieme ad altre proteine cellulari. Misu- 
rando i livelli ematici degli enzimi epatici si possono otte- 
nere importanti informazioni per la diagnosi di una vasta 
gamma di condizioni patologiche (Box 18.1). 


CAPITOLO 18 


724. Ossidazione degli amminoacidi e produzione dell’urea 


© 978-88-08-26148-9 


Box 18.1 MED 


L’analisi delle attività enzimatiche presenti nel plasma 
sanguigno può fornire informazioni importanti per la 
diagnosi di stati patologici. 

L’alanina amminotrasferasi (ALT; detta anche glutam- 
mato-piruvato transamminasi, GPT) e l’aspartato ammi- 
notrasferasi (AST; detta anche glutammato-ossalacetato 
transamminasi, GOT) sono rilevanti per diagnosticare 
danni cardiaci o epatici causati da attacchi di cuore, in- 
tossicazione da farmaci o infezioni. Dopo un attacco di 
cuore, vari enzimi, tra cui queste amminotrasferasi, fuo- 
riescono dalle cellule cardiache danneggiate nel circolo 
sanguigno. Valutando la concentrazione nel siero di que- 
ste due amminotrasferasi mediante i test SGPT e SGOT 
(S sta per “siero”) - e quella di un altro enzima cardiaco, 
la creatina chinasi, mediante il test SCK - possiamo 
ottenere informazioni sulla gravità del danno cardiaco. 
La creatina chinasi è il primo enzima a comparire nel 


e L'attività del ciclo dell’urea è regolata a due livelli 

Il flusso dell’azoto attraverso il ciclo dell’urea varia con la 
dieta. Se la dieta è iperproteica, gli scheletri carboniosi de- 
gli amminoacidi vengono usati come combustibile meta- 
bolico, e l’urea viene prodotta in eccesso per l’aumentata 
disponibilità di gruppi amminici. Durante un digiuno pro- 
lungato, la degradazione delle proteine muscolari diventa 
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Figura 18.13 Sintesi dell’N-acetilglutammato e conseguente 
attivazione della carbamil fosfato sintetasi I. 


NA Valutazione di un danno tissutale 


sangue dopo l’attacco cardiaco e scompare altrettanto 
rapidamente. È poi la volta della GOT, e per ultima com- 
pare la GPT. Anche la lattato deidrogenasi viene rilasciata 
dal muscolo cardiaco in seguito a danneggiamento o in 
condizioni di anaerobiosi. 

I test SGOT e SGPT sono importanti anche nella medi- 
cina del lavoro per stabilire se i lavoratori delle industrie 
esposti al tetracloruro di carbonio, al cloroformio o ad altri 
solventi hanno subito danni epatici. Questi solventi deter- 
minano una degenerazione del fegato, accompagnata dal 
rilascio di vari enzimi nel sangue. Dato che le amminotra- 
sferasi sono molto attive nel fegato, esse rappresentano 
un ottimo sistema per il monitoraggio delle condizioni di 
salute dei lavoratori impegnati in ambienti industriali a 
rischio. Inoltre, possono essere misurate anche quando 
sono presenti nel sangue in quantità molto ridotte. 


l’unico rifornimento di sostanze nutrienti, e la produzione 
di urea aumenta considerevolmente. 

Queste variazioni nella velocità del ciclo dell’urea sono 
dettate da regolazioni a lungo termine della sintesi nel fe- 
gato dei quattro enzimi del ciclo dell’urea e della carbamil 
fosfato sintetasi I. Durante i periodi di digiuno, o in anima- 
li alimentati con diete ricche di proteine, tutti e cinque gli 
enzimi sono sintetizzati a una velocità più elevata rispetto 
a quella degli animali alimentati principalmente con car- 
boidrati e grassi. Gli animali trattati invece con diete pri- 
ve di proteine sintetizzano gli enzimi del ciclo dell’urea a 
una velocità molto inferiore. 

In tempi molto brevi, la regolazione allosterica di alme- 
no un enzima chiave regola il flusso di materiale attraver- 
so il ciclo dell’urea. Il primo enzima della via metabolica, la 
carbamil fosfato sintetasi I, è attivato allostericamente dal- 
l’N-acetilglutammato, che viene sintetizzato dall’acetil- 
CoA e dal glutammato per mezzo dell'enzima N-acetilglu- 
tammato sintasi (Figura 18.13). Questo enzima catalizza la 
prima tappa della sintesi de novo di arginina dal glutamma- 
to nelle piante e nei microrganismi (vedi la Figura 22.12), 
mentre nei mammiferi l’N-acetilglutammato sintasi nel fe- 
gato svolge un’azione di pura regolazione (nei mammiferi 
sono assenti gli altri enzimi necessari a convertire il glutam- 
mato in arginina). Il livello di N-acetilglutammato è mante- 
nuto allo stato stazionario dalle concentrazioni di glutam- 
mato, di acetil-CoA (i substrati per l’N-acetilglutammato 
sintasi) e di arginina (un attivatore dell’N-acetilglutamma- 
to sintasi e quindi del ciclo dell’urea). 


e collegamenti tra le vie metaboliche riducono i costi 
energetici della sintesi dell’urea 

Se il ciclo dell’urea venisse considerato come una via me- 
tabolica isolata, la sintesi di una molecola di urea richiede- 
rebbe quattro gruppi fosforici ad alta energia (Figura 18.10). 
Occorrono due molecole di ATP per formare il carbamil 
fosfato e serve invece una molecola di ATP per produrre 
argininosuccinato; quest'ultima molecola va però incon- 
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tro a una scissione in AMP e PP,, che viene idrolizzato in 
due gruppi fosforici liberi. La reazione complessiva del ci- 
clo dell’urea è: 


2NH} + HCO; +3 ATP! + H,0+ 
urca + 2 ADP? + 4 PÎ + AMP° + 2H* 


Tuttavia, questo costo apparente viene sostenuto dall’in- 
terconnessione tra le vie metaboliche che abbiamo descrit- 
to dettagliatamente in precedenza. Il fumarato generato 
dal ciclo dell’urea viene convertito in malato, che viene 
poi trasportato all’interno del mitocondrio (Figura 18.12). 
All’interno della matrice mitocondriale si ha la produzio- 
ne di NADH nella reazione catalizzata dalla malato dei- 
drogenasi. Ciascuna molecola di NADH può generare più 
di 2,5 molecole di ATP durante la respirazione mitocon- 
driale (Capitolo 19), riducendo così il costo energetico del- 
la sintesi dell’urea. 


e difetti genetici del ciclo dell’urea possono essere letali 

Le persone con un difetto genetico in uno degli 

enzimi coinvolti nella produzione di urea non pos- 

sono tollerare diete ricche di proteine. Gli ammi- 
noacidi ingeriti in eccesso rispetto alla quantità giornaliera 
minima necessaria per la sintesi proteica vengono deammi- 
nati nel fegato e l’ammoniaca, che non può essere trasfor- 
mata in urea, viene liberata nel sangue e diventa così, come 
abbiamo visto, altamente tossica. L'assenza di un enzima del 
ciclo dell’urea può dar luogo a iperazotemia o alla presenza 
in eccesso di uno o più intermedi del ciclo dell’urea, a se- 
conda dell'enzima mancante. Poiché la maggior parte delle 
tappe del ciclo dell’urea è irreversibile, l'enzima mancante 
può essere individuato mediante la determinazione dell’in- 
termedio del ciclo che è presente a concentrazione partico- 
larmente elevata nel sangue e/o nelle urine. Anche se la de- 
gradazione degli amminoacidi può avere gravi conseguen- 
ze sulla salute degli individui con carenze nel ciclo dell’u- 
rea, una dieta priva di proteine non è una terapia possibile. 
uomo non è in grado di sintetizzare la metà dei 20 ammi- 
noacidi standard, e questi amminoacidi essenziali devo- 
no essere introdotti con la dieta (Tabella 18.1). 

I trattamenti dei pazienti con difetti a livello del ciclo 
dell’urea sono vari. Un’accurata somministrazione con la 
dieta di acidi aromatici come il benzoato e il fenilbutirrato 
può aiutare ad abbassare i livelli di ammoniaca nel sangue. 


M Tabella 18.1 Amminoacidi essenziali e non essenziali 
per l'uomo e per il ratto albino 


Essenziali in certe 


Non essenziali condizioni * Essenziali 
Alanina Arginina Istidina 
Asparagina Cisteina Isoleucina 
Aspartato Glutammina Leucina 
Glutammato Glicina Lisina 
Serina Prolina Metionina 
Tirosina Fenilalanina 
Treonina 
Triptofano 
Valina 


# Sono necessari in qualche misura negli animali giovani in via di sviluppo e/o 


talvolta durante le malattie. 
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Il benzoato viene convertito in benzoil-CoA, che si com- 
bina con la glicina per formare ippurato (Figura 18.14, a 
sinistra). La glicina utilizzata in questa reazione deve es- 
sere rigenerata dalla reazione catalizzata dalla glicina sin- 
tasi che impiega ammoniaca. Il fenilbutirrato è convertito 
in fenilacetato dalla } ossidazione. Il fenilacetato è quin- 
di convertito in fenilacetil-CoA, che si combina con la glu- 
tammina per formare fenilacetilglutammina (Figura 18.14, 
a destra). Questa riduzione della glutammina determina 
l'attivazione della glutammina sintetasi (vedi l’Equazio- 
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Figura 18.14 Y Trattamenti nelle carenze enzimatiche del ciclo 
dell’urea. Gli acidi aromatici benzoato e fenilbutirrato, ingeriti con la 
dieta, vengono metabolizzati e si combinano rispettivamente con la 
glicina e la glutammina. | loro prodotti vengono escreti con le urine. 

La successiva sintesi di glicina e glutammina, necessaria per riportare 
alla norma il pool dei due amminoacidi, determina una diminuzione 
dell'ammoniaca nel sangue. 
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ne 22.1), la cui reazione richiede ammoniaca. Lippurato 
e la fenilacetilglutammina sono composti non tossici che 
vengono escreti con le urine. Le vie mostrate nella Figu- 
ra 18.14 contribuiscono molto poco al metabolismo nor- 
male, ma esse diventano rilevanti quando vengono inge- 
riti acidi aromatici. 

Altri tipi di terapia sono più specifici per patologie in 
cui vi è l'assenza di un particolare enzima. La carenza di 
N-acetilglutammato sintasi limita la disponibilità dell’at- 
tivatore dell'enzima carbamil fosfato sintetasi I (Figura 
18.13). Questa condizione può essere curata somministran- 
do carbamil glutammato, un analogo dell’N-acetilglutam- 
mato, l’attivatore della carbamil fosfato sintetasi I. 


O COO- 
nl ta 
cn, 
cn, 
c00- 


Carbamil glutammato 


Nel caso di una carenza di ornitina transcarbamilasi, ar- 
gininosuccinato sintetasi e argininosuccinasi, può essere 
utile somministrare una dieta ricca di arginina. Molte di 
queste terapie devono essere accompagnate da un rigoro- 
so controllo alimentare e da aggiunte di amminoacidi es- 
senziali. Nei rari casi di assenza dell'enzima arginasi, deve 
essere assolutamente esclusa dalla dieta l’arginina, il sub- 
strato dell'enzima deficitario. O 


SOMMARIO 18.2 
Escrezione dell'azoto e ciclo dell’urea 

e Lammoniaca è altamente tossica per i tessuti animali. 
Nel ciclo dell’urea, l’ornitina si combina con l’ammo- 
niaca, sotto forma di carbamil fosfato, formando citrul- 
lina. Un secondo gruppo amminico viene trasferito alla 
citrullina dall’aspartato per formare arginina - il pre- 
cursore dell’urea. Larginasi catalizza l’idrolisi dell’ar- 
ginina in urea e ornitina; in tal modo l’ornitina viene 
rigenerata a ogni giro del ciclo. 

e Il ciclo dell’urea comporta una conversione netta del- 
l’ossalacetato in fumarato, entrambi intermedi del ciclo 
dell’acido citrico. I due cicli sono così interconnessi. 

e l’attività del ciclo dell’urea è regolata a livello della sin- 
tesi degli enzimi e dalla regolazione allosterica dell’en- 
zima che catalizza la formazione del carbamil fosfato. 


Vie di degradazione degli amminoacidi 


Le vie del catabolismo degli amminoacidi considerate 
nel loro insieme sono in grado di produrre solo il 10-15% 
dell'energia totale necessaria all’uomo. Sotto questo pun- 
to di vista le vie di degradazione degli amminoacidi, non 
sono quindi paragonabili alla glicolisi o alla  ossidazio- 
ne. Inoltre, il flusso delle vie del catabolismo degli ammi- 
noacidi può variare considerevolmente in quanto dipen- 
de dal bilancio tra la richiesta dei processi biosintetici e la 
disponibilità di un dato amminoacido. I 20 processi meta- 
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bolici a carico degli amminoacidi convergono verso la for- 
mazione di sei prodotti principali, tutti in grado di entrare 
nel ciclo dell’acido citrico (Figura 18.15). Gli scheletri car- 
boniosi sono quindi indirizzati alla gluconeogenesi o alla 
chetogenesi o sono completamente ossidati a CO, e H0. 

Tutti o parte degli scheletri carboniosi di sette ammi- 
noacidi sono demoliti ad acetil-CoA; cinque amminoaci- 
di sono convertiti in a-chetoglutarato; quattro in succi- 
nil-CoA; due in fumarato e due in ossalacetato. Tutto lo 
scheletro carbonioso di sei amminoacidi, o parte di esso, è 
convertito in piruvato, che può essere trasformato in ace- 
til-CoA o ossalacetato. Successivamente riepilogheremo, 
servendoci di diagrammi di flusso, le vie percorse da cia- 
scuno dei 20 amminoacidi; ogni via porta a uno specifico 
punto di ingresso nel ciclo dell’acido citrico. In questi dia- 
grammi, gli atomi di carbonio che entrano nel ciclo dell’a- 
cido citrico sono indicati in colore. Potrete notare che alcu- 
ni amminoacidi compaiono più volte per il fatto che parti 
diverse dello scheletro carbonioso hanno destini diversi. 
Invece di esaminare ciascuna tappa di ogni via del cata- 
bolismo degli amminoacidi, analizzeremo solo alcune rea- 
zioni enzimatiche che rivestono particolare interesse per 
il loro funzionamento o per il loro significato in medicina. 


e Alcuni amminoacidi sono convertiti in glucosio, 

altri in corpi chetonici 
I sette amminoacidi che sono degradati completamente 
o in parte ad acetoacetil-CoA e/o acetil-CoA - fenilalani- 
na, tirosina, isoleucina, leucina, triptofano, treonina e li- 
sina - possono produrre corpi chetonici nel fegato, dove 
l’aceto-acetil-CoA è convertito in acetoacetato e quindi in 
acetone e B-idrossibutirrato (vedi la Figura 17.19). Questi 
sono gli amminoacidi chetogenici (Figura 18.15). La loro 
capacità di produrre corpi chetonici è particolarmente evi- 
dente nel diabete mellito non controllato: in tal caso il fega- 
to produce grandi quantità di corpi chetonici sia dagli acidi 
grassi, sia dagli amminoacidi chetogenici. 

Gli amminoacidi che sono degradati a piruvato, a-che- 
toglutarato, succinil-CoA, fumarato e ossalacetato possono 
essere convertiti in glucosio e glicogeno dalle vie descritte 
nei Capitoli 14 e 15; tali amminoacidi sono detti glucoge- 
nici. La suddivisione tra amminoacidi chetogenici e glu- 
cogenici non è netta; cinque amminoacidi - triptofano, fe- 
nilalanina, tirosina, treonina e isoleucina - sono sia che- 
togenici sia glucogenici. Il catabolismo degli amminoacidi 
assume un ruolo particolarmente cruciale per la soprav- 
vivenza degli animali con una dieta ricca di proteine o du- 
rante il digiuno prolungato. La leucina è un amminoacido 
esclusivamente chetogenico e molto diffuso nelle protei- 
ne; la sua degradazione fornisce un sostanziale contributo 
alla chetosi durante le condizioni di digiuno prolungato. 


e Alcunicofattori enzimatici hanno funzioni importanti 
nel catabolismo degli amminoacidi 

Nelle varie vie cataboliche degli amminoacidi sono stati 
identificati alcuni riarrangiamenti chimici di particolare 
interesse. Prima di esaminare le singole vie, è utile stabi- 
lire a quali classi appartengono le reazioni che avvengono 
e quali cofattori vi partecipano. Abbiamo già preso in con- 
siderazione una di queste classi, le reazioni di transammi- 
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Figura 18.15 Schema del catabolismo degli amminoacidi. 
Gli amminoacidi sono qui raggruppati in funzione del loro 
principale prodotto finale di degradazione. Alcuni amminoacidi 
sono elencati più volte in quanto parti del loro scheletro 
carbonioso sono degradate in prodotti finali differenti. La figura 
mostra le più importanti vie cataboliche nei vertebrati, ma tra le 
varie specie di vertebrati vi possono essere piccole variazioni. La 
treonina, per esempio, viene degradata attraverso almeno due 


nazione, che richiedono come cofattore il piridossal fosfa- 
to. Un altro tipo comune di reazioni nel catabolismo de- 
gli amminoacidi sono le reazioni di trasferimento di unità 
monocarboniose, che di norma coinvolgono uno di questi 
tre cofattori: biotina, tetraidrofolato oppure S-adenosil- 
metionina (Figura 18.16). Questi composti sono utilizzati 


vie (vedi le Figure 18.19 e 18.27), e l'importanza di una data via 
può dipendere dall'organismo e dalle sue condizioni metaboliche. 
Nella figura sono anche evidenziati, con una ombreggiatura di 
diverso colore, gli amminoacidi glucogenici e chetogenici. Si noti 
che cinque amminoacidi sono sia glucogenici sia chetogenici. Gli 
amminoacidi degradati a piruvato sono anch'essi potenzialmente 
chetogenici; solo due, la leucina e la lisina, sono esclusivamente 
chetogenici. 


per trasferire gruppi contenenti un solo atomo di carbo- 
nio con diverso stato di ossidazione. Lo stato più ossidato 
dell’atomo di carbonio, cioè la CO;, viene trasferito dalla 
biotina (vedi la Figura 14.19); il tetraidrofolato trasferisce 
unità monocarboniose con stati di ossidazione intermedi e 
in qualche caso gruppi metilici; l’S-adenosilmetionina tra- 


Figura 18.16 Strutture dei cofattori enzimatici importanti nelle 
reazioni di trasferimento di unità monocarboniose. Gli atomi di 
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sferisce solo gruppi metilici, cioè gli atomi di carbonio nel- 
lo stato più ridotto. Questi ultimi due cofattori sono par- 
ticolarmente importanti nel metabolismo degli ammino- 
acidi e dei nucleotidi. 

Il tetraidrofolato (Hy folato), sintetizzato nei batte- 
ri, è costituito dalle strutture unite tra loro di una pterina 
sostituita (6-metilpterina), p-amminobenzoato e glutam- 
mato (Figura 18.16). 


FaN LN NQ 
1061 
N° °R 

O 


Pterina 


La forma ossidata, il folato, è peri mammiferi una vita- 
mina e viene convertita in due tappe in tetraidrofolato 
dall’enzima diidrofolato reduttasi. Il gruppo monocarbo- 
nioso, in uno dei tre stati di ossidazione, è legato all’atomo 
N-5 o N-10, oppure a entrambi. Nella forma più ridotta il 
cofattore trasporta un gruppo metilico, in una forma più 
ossidata trasporta il gruppo metilenico e in quella mag- 
giormente ossidata un gruppo metenilico, formilico o for- 
mimminico (Figura 18.17). Le diverse forme del tetraidro- 
folato sono interconvertibili e fungono da donatori di unità 
monocarboniose in una serie di reazioni biosintetiche. La 
fonte principale di unità monocarboniose per il tetraidro- 
folato è l’atomo di carbonio rimosso durante la conversio- 
ne della serina in glicina, che contemporaneamente pro- 
duce N°,N!°_metilen-tetraidrofolato. 

Anche se il tetraidrofolato può trasportare un gruppo 
metilico sull’atomo N-5, il potenziale di trasferimento di 
questo gruppo è spesso troppo basso per le reazioni bio- 
sintetiche. In questo caso viene invece usata l’S-adenosil- 
metionina (adoMet), che viene sintetizzata da ATP e me- 
tionina a opera della metionina adenosil trasferasi ed è 
il miglior cofattore per i trasferimenti biologici del gruppo 
metilico (Figura 18.18, tappa ©). Questa reazione è piut- 
tosto insolita per il fatto che l'atomo di zolfo nucleofilico 
della metionina attacca il carbonio 5’ del ribosio dell’ATP, 
invece degli atomi di fosforo, rilasciando così il gruppo tri- 
fosforico; quest’ultimo viene scisso enzimaticamente in P; 
e PP;; a sua volta il PP; è scisso in due P; da parte della pi- 
rofosfatasi inorganica. Il gruppo trifosforico viene quindi 
convertito completamente in P; con il consumo di due le- 
gami ad alta energia. È nota solo un’altra reazione in cui 
avviene la rimozione del gruppo trifosforico dall’ATP ed è 
quella coinvolta nella sintesi del coenzima B,; (vedi il Box 
172, Figura 3). 

I?S-adenosilmetionina è un potente agente alchilante 
a causa dell’azione destabilizzante del suo ione solfonio. 
Il gruppo metilico è quindi soggetto ad attacchi nucleofili 
ed è circa mille volte più reattivo del gruppo metilico pre- 
sente sull’N°-metiltetraidrofolato. 

Il trasferimento del gruppo metilico dall’S-adenosilme- 
tionina a un accettore produce S-adenosilomocisteina 
(Figura 18.18, tappa @), che viene successivamente scis- 
sa in omocisteina e adenosina (tappa ©). La metionina 
viene rigenerata mediante il trasferimento di un gruppo 
metilico all’omocisteina in una reazione catalizzata dalla 
metionina sintasi (tappa ©), e la metionina è riconvertita 
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in S-adenosilmetionina per completare un ciclo del grup- 
po metilico attivato. 

Una forma di metionina sintasi presente nei batteri uti- 
lizza ’N°-metiltetraidrofolato come donatore del gruppo 
metilico. Esiste un’altra forma di questo enzima, presente 
in alcuni batteri e nei mammiferi, che utilizza PN°-metil- 
tetraidrofolato, ma il gruppo metilico viene prima trasfe- 
rito alla cobalammina, derivata dal coenzima B;, forman- 
do metilcobalammina, che è il donatore del gruppo meti- 
lico nella formazione della metionina. Questa reazione e 
il riarrangiamento dell’i-metilmalonil-CoA a succinil-CoA 
(vedi il Box 17.2, Figura 1a) sono le sole reazioni note che 
dipendono dal coenzima B; nei mammiferi. 

In queste vie metaboliche la vitamina By; e il fo- 

lato sono strettamente correlati. La carenza di vi- 

tamina B3p, condizione che determina una pato- 
logia chiamata anemia perniciosa, è rara e si riscontra 
solo in quei soggetti che hanno un difetto dell’assorbimen- 
to intestinale della vitamina (vedi il Box 17.2), o che sono 
strettamente vegetariani (la B;, è assente nei vegetali). La 
malattia progredisce molto lentamente, perché la richie- 
sta giornaliera di vitamina Bj) è minima e il deposito di B; 
del fegato può durare anche da tre a cinque anni. La sin- 
tomatologia non si limita all’anemia, ma comprende an- 
che una serie di disordini neurologici. 

Lanemia può dipendere dalla reazione della metioni- 
na sintasi. Come abbiamo visto in precedenza, il gruppo 
metilico della metilcobalammina deriva dall’N°-metilte- 
traidrofolato; questa è la sola reazione di metilazione nei 
mammiferi che usa l’N°-metiltetraidrofolato. La reazio- 
ne che converte la forma N°,N!°-metilenica tetraidrofola- 
to nella forma N°-metilica è irreversibile (Figura 18.17) e 
quindi, se non è disponibile il coenzima B,; per la sinte- 
si della metilcobalammina, il folato rimane intrappolato 
nella forma N°-metilica. Panemia associata alla carenza 
di vitamina B; è detta anemia megaloblastica ed è ca- 
ratterizzata da una diminuzione della produzione di eri- 
trociti maturi e dalla comparsa nel midollo osseo di pre- 
cursori cellulari immaturi, o megaloblasti. Gli eritroci- 
ti vengono gradualmente sostituiti nel sangue da un nu- 
mero inferiore di eritrociti di maggiori dimensioni, det- 
ti macrociti. Lo sviluppo difettoso degli eritrociti è una 
diretta conseguenza della diminuzione dell’N°,N!°-meti- 
lentetraidrofolato, necessario per la sintesi dei nucleoti- 
di della timidina e quindi del DNA (vedi il Capitolo 22). 
Anche la carenza di folato, in cui sono diminuiti i livelli 
di tutte le forme di tetraidrofolato, può causare un’ane- 
mia più o meno per gli stessi motivi. Le disfunzioni do- 
vute alla carenza di vitamina B;; possono essere trattate 
somministrando vitamina B;; o folato. 

Può essere pericoloso trattare l’anemia perniciosa som- 
ministrando solo folato, in quanto la sintomatologia di ordi- 
ne neurologico dovuta alla carenza di vitamina B,; peggio- 
ra, non essendo dovuta a un difetto della reazione della me- 
tionina sintasi. Invece, il difetto della reazione catalizzata 
dalla metilmalonil-CoA mutasi (vedi il Box 172 e la Figura 
1712) provoca un accumulo di insoliti acidi grassi a catena 
dispari di atomi di carbonio nelle membrane neuronali. Da- 
nemia associata alla carenza di folato viene quindi trattata 
con la somministrazione di folato e di vitamina B,,, almeno 
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Figura 18.17 Interconversione delle unità monocarboniose 
sul tetraidrofolato. Le diverse specie molecolari sono raggruppate 
in base agli stati di ossidazione: la più ridotta in alto, la più ossidata 
in basso. Tutte le forme mostrate all'interno della stessa area 
ombreggiata hanno lo stesso stato di ossidazione. La conversione 
di N°,N'°-metilentetraidrofolato a N°-metiltetraidrofolato è 
irreversibile. Per il trasferimento enzimatico di gruppi formilici, 
come avviene nella sintesi delle purine (vedi la Figura 22.35) e nella 
formazione di formilmetionina nei batteri (Capitolo 27), è di solito 


fino a che la causa dell’anemia non viene definitivamente 
individuata. La diagnosi precoce della carenza di vitamina 
B,2 è importante perché alcune delle manifestazioni neu- 
rologiche potrebbero essere irreversibili. 

La carenza di folato riduce anche la disponibilità del- 
’NÎ-metiltetraidrofolato necessario per la reazione della 
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usato l'N'°-formiltetraidrofolato invece dell'N°-formiltetraidrofolato. 
Quest'ultima specie è molto più stabile e quindi non è un buon 
donatore di gruppi formilici. L’N°-formiltetraidrofolato è un prodotto 
secondario della reazione della cicloidrolasi e si forma anche 
spontaneamente. La conversione dell'N°-formiltetraidrofolato a 
N°,N'°-meteniltetraidrofolato richiede ATP, a causa dell'equilibrio 
altrimenti non favorevole. Si noti che I'N°-formimminotetraidrofolato 
deriva dall'istidina in una via metabolica mostrata nella Figura 18.26. 


metionina sintasi. Questo provoca un aumento dei livelli 
di omocisteina nel sangue, una condizione associata a di- 
sturbi cardiaci, ipertensione e infarto. aumento dei livelli 
di omocisteina può essere responsabile del 10% di tutte le 
malattie cardiache. Questa condizione viene trattata con la 
somministrazione di folato. O 
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Figura 18.18 Sintesi della metionina e dell’S-adenosilmetionina 
in un ciclo del gruppo metilico attivato. Le tappe sono descritte 

nel testo. Nella reazione della metionina sintasi (tappa ©) 

il gruppo metilico viene trasferito alla cobalammina formando 
metilcobalammina, che ora diventa il donatore del gruppo metilico 


La tetraidrobiopterina, un altro cofattore del metabo- 
lismo degli amminoacidi, ha una struttura simile alla por- 
zione pterinica del tetraidrofolato, ma non è coinvolta nel 
trasferimento dei frammenti monocarboniosi. Essa parte- 
cipa ad alcune reazioni di ossidoriduzione. Discuteremo il 
suo meccanismo d’azione, trattando la degradazione della 
fenilalanina (vedi la Figura 18.24). 


e Seiamminoacidi vengono degradati a piruvato 

Gli scheletri carboniosi di sei amminoacidi vengono con- 
vertiti completamente o in parte in piruvato, che può ulte- 
riormente essere convertito in acetil-CoA (un precursore 
dei corpi chetonici), o in ossalacetato (un precursore per 
la gluconeogenesi). Questi sei amminoacidi sono: alanina, 
triptofano, cisteina, serina, glicina e treonina (Figura 18.19). 
Lalanina produce piruvato direttamente per transammi- 
nazione con a-chetoglutarato; la catena laterale del trip- 
tofano viene scissa per formare alanina e poi piruvato. La 
cisteina viene convertita in piruvato in due tappe: una ri- 
muove l’atomo di zolfo, l’altra è una transamminazione. La 
serina viene convertita in piruvato dalla serina deidrata- 
si. Il gruppo f-ossidrilico e il gruppo a-amminico della seri- 
na vengono rimossi in una singola reazione dipendente dal 
piridossal fosfato (Figura 18.20a). 

La glicina viene degradata attraverso tre vie, ma una 
sola porta alla produzione di piruvato. La glicina viene con- 
vertita in serina con l'aggiunta enzimatica di un gruppo 
idrossimetilico (Figure 18.19 e 18.20b). Questa reazione, 
catalizzata dalla serina idrossimetiltrasferasi, richiede i 


nella metionina sintasi. L'S-adenosilmetionina, che ha una carica 
positiva sull’atomo di zolfo (e quindi è uno ione solfonio), è un potente 
agente metilante che partecipa a diverse reazioni biosintetiche. 
L'accettore del gruppo metilico (tappa @) è indicato con R. 


coenzimi tetraidrofolato e piridossal fosfato. La serina viene 
quindi convertita in piruvato nel modo già descritto. Nella 
seconda via, predominante negli animali, la glicina subisce 
una scissione ossidativa in CO;, NH7 e un gruppo metileni- 
co (—CH,—) (Figure 18.19, 18.20c). Questa reazione rever- 
sibile è catalizzata dall’enzima di scissione della glicina 
(chiamato anche glicina sintasi) e richiede anche il tetra- 
idrofolato, che accetta il gruppo metilenico. In questa via 
di scissione ossidativa i due atomi di carbonio della glicina 
non entrano nel ciclo dell’acido citrico: uno si perde come 
CO; e l’altro diventa il gruppo metilenico dell’N°, N!°.meti- 
lentetraidrofolato (Figura 18.17), un donatore di un gruppo 
monocarbonioso in alcune vie biosintetiche. 
Questa seconda via di degradazione della glicina 
g sembra essere cruciale nei mammiferi. Gli esseri 
umani con difetti nell’enzima di scissione della 
glicina soffrono di una condizione conosciuta come iper- 
glicinemia non chetotica. Questa patologia si manifesta 
con un’alta concentrazione di glicina nel siero plasmatico, 
che comporta gravi deficit mentali e morte nella prima in- 
fanzia. A concentrazioni elevate la glicina agisce da neu- 
rotrasmettitore inibitore, e forse si spiegano così gli effetti 
neurologici della malattia. Molti difetti genetici del meta- 
bolismo degli amminoacidi sono stati identificati nell’uo- 
mo e sono riportati nella Tabella 18.2. In questo capitolo 
ne incontreremo anche altri. O 
Nella terza e ultima via della degradazione della glici- 
na, la molecola achirale della glicina diventa un substrato 
dell'enzima p-amminoacido ossidasi. La glicina viene con- 
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Figura 18.19 Vie cataboliche di alanina, glicina, serina, cisteina, 
triptofano e treonina. Il destino del gruppo indolico del triptofano è 
mostrato nella Figura 18.21. 1 dettagli della conversione della glicina 
in serina e un secondo destino della glicina sono riportati nella Figura 
18.20. La via di degradazione della treonina qui illustrata interessa 
solo un terzo circa del catabolismo della treonina (per una via 


vertita in gliossilato, un substrato alternativo della lattato 
deidrogenasi epatica (pagina 579). Il gliossilato viene os- 
sidato a ossalato in una reazione dipendente dal NAD*: 


+ 
NH; 0 . 

O, HO NB | NAD* NADH 

O o n 
Ca D-amminoacido o Te 
lololom ossidasi c00- RR 
Gliossilato Ossalato 


Si ritiene che la funzione principale della p-ammi- 
noacido ossidasi, presente nel rene in concentra- 
zione elevata, sia la degradazione dei p-ammino- 
acidi ingeriti che derivano dalle pareti cellulari dei batteri 
e dai cibi cotti alla griglia (il calore provoca alcune racemiz- 
zazioni spontanee degli L-amminoacidi delle proteine). Pos- 
salato, sia proveniente dai cibi sia prodotto enzimaticamen- 


alternativa vedi la Figura 18.27). Per la degradazione della cisteina vi 
sono molte vie, e tutte producono piruvato. Lo zolfo della cisteina ha 
diversi destini alternativi: uno di questi è mostrato nella Figura 22.17. 
Gli atomi di carbonio sono mostrati in colore in questa e nelle figure 
seguenti per poter seguire il loro destino metabolico. 


te nei reni, diventa rilevante per la salute dell’uomo. I cri- 
stalli di ossalato di calcio rappresentano fino al 75% dei cal- 
coli renali. O 

Per la degradazione della treonina esistono due vie si- 
gnificative. Una conduce al piruvato attraverso la glicina 
(Figura 18.19). La conversione in glicina avviene in due 
tappe; nella prima la treonina è convertita in 2-ammino- 
3-chetobutirrato per azione della treonina deidrogenasi. 
Questa via è relativamente poco importante per l’uomo, 
in quanto solo dal 10% al 30% della treonina viene cata- 
lizzato attraverso questa reazione, ma è più importante in 
altri mammiferi. La principale via per l’uomo produce suc- 
cinil-CoA e verrà descritta successivamente. 

In laboratorio, la serina idrossimetiltrasferasi cataliz- 
za la conversione della treonina in glicina e acetaldeide in 
una sola tappa, ma nei mammiferi questa non rappresen- 
ta una via significativa. 
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Figura 18.20 XX MECCANISMO D'AZIONE II ruolo correlato 
dei cofattori piridossal fosfato e tetraidrofolato nel metabolismo 
della serina e della glicina. La prima tappa (non mostrata) in 
ciascuna di queste serie di reazioni comporta la formazione 

di un legame imminico covalente tra il PLP legato all'enzima e 
l'amminoacido substrato: serina in (a), glicina in (b) e (0). 

(a) L'eliminazione della molecola di acqua che si ha nella reazione 
della serina deidratasi a cui partecipa il PLP (tappa ©) dà inizio alla via 
del piruvato. (b) Nella reazione della serina idrossimetiltrasferasi, si 
forma un carbanione stabilizzato legato al PLP (prodotto nella tappa 


(b) Reazione della serina idrossimetiltrasferasi 
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(c) Reazione di scissione enzimatica della glicina 
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metilenico (come —CH,—0H) dall’N°,N°°-metilentetraidrofolato 
per formare serina. Questa reazione è reversibile. (c) L'enzima 

di scissione della glicina è un complesso multienzimatico, i cui 
componenti sono P, H, T ed L. La reazione reversibile complessiva 
converte la glicina in CO, e NH}, col secondo atomo di carbonio 
della glicina inglobato nel tetraidrofolato per formare I'N°,N'°- 
metilentetraidrofolato. Il piridossal fosfato attiva il carbonio a 
degli amminoacidi nelle fasi cruciali di tutte queste reazioni e il 
tetraidrofolato trasporta le unità monocarboniose in due di esse 
(vedi le Figure 18.6 e 18.17). 
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BM Tabella 18.2 Alcune malattie genetiche dell'uomo che coinvolgono il catabolismo degli amminoacidi 


Incidenza 
approssimata 
(per 100 000 
Malattia nascite Processo difettoso Enzima difettoso Sintomi ed effetti 
Albinismo <3 Sintesi della melanina Tirosina 3-monoossigenasi Mancanza di pigmentazione, 
dalla tirosina (tirosinasi) capelli bianchi, pelle chiara 
Alcaptonuria <0,4 Degradazione della tirosina Omogentisato Pigmento scuro nell’urina, 
1,2-diossigenasi artriti a comparsa tardiva 
Argininemia <0,5 Sintesi dell’urea Arginasi Ritardo mentale 
Acidemia <1,5 Sintesi dell’urea Argininosuccinasi Vomito, convulsioni 
argininosuccinica 
Carenza di carbamil <0,5 Sintesi dell’urea Carbamil fosfato sintetasi I Letargia, convulsioni, 
fosfato sintetasi I morte precoce 
Omocistinuria <0,5 Degradazione Cistationina f-sintasi Sviluppo difettoso delle ossa, 
della metionina ritardo mentale 
Leucinosi o malattia <0,4 Degradazione di leucina, Complesso dell’a-chetoacido —Vomito, convulsioni, 
delle urine a sciroppo isoleucina, valina deidrogenasi a catena ritardo mentale, 
d’acero (aciduria da ramificata morte precoce 
chetoacidi a catena 
ramificata) 
Acidemia metilmalonica <0,5 Conversione del propionil-CoA Metilmalonil-CoA mutasi Vomito, convulsioni, ritardo 
in succinil-CoA mentale, morte precoce 
Fenilchetonuria <8 Conversione della fenilalanina —Fenilalanina idrossilasi Vomito neonatale, ritardo 


in tirosina 


e Sette amminoacidi vengono degradati ad acetil-CoA 

Gli scheletri carboniosi di sette amminoacidi - triptofa- 
no, lisina, fenilalanina, tirosina, leucina, isoleucina 
e treonina - producono acetil-CoA e/o acetoacetil-CoA; 
quest’ultimo viene a sua volta trasformato in acetil-CoA 
(Figura 18.21). Alcune delle tappe finali delle vie di de- 
gradazione della leucina, della lisina e del triptofano so- 
no simili alle tappe dell’ossidazione degli acidi grassi (ve- 
di la Figura 17.9). La treonina (non mostrata nella Figura 
18.21) produce una certa quantità di acetil-CoA attraver- 
so la via illustrata nella Figura 18.19, una via relativamen- 
te poco importante. 

Le vie cataboliche di due di questi sette amminoacidi 
meritano una speciale menzione. La degradazione del trip- 
tofano è la via più complessa tra tutte quelle del cataboli- 
smo degli amminoacidi nei tessuti animali; parti del trip- 
tofano (quattro dei suoi atomi di carbonio) producono ace- 
til-CoA passando attraverso l’acetoacetil-CoA. Alcuni degli 
intermedi del catabolismo del triptofano sono precursori 
nella sintesi di altre biomolecole (Figura 18.22), tra cui il 
nicotinato, che negli animali è un precursore del NAD e 
del NADP la serotonina, un neurotrasmettitore dei verte- 
brati, e l’indoloacetato, un fattore di crescita delle piante. 
Alcune di queste vie biosintetiche sono descritte in detta- 
glio nel Capitolo 22 (vedi le Figura 22.30 e 22.31). 

La degradazione della fenilalanina è particolarmente 
interessante in quanto i difetti genetici negli enzimi di que- 
sta via provocano gravi malattie ereditarie (Figura 18.23), 
come vedremo in seguito. La fenilalanina e il suo prodot- 
to di ossidazione tirosina (entrambi con nove atomi di car- 
bonio) vengono degradati in due frammenti che possono 
entrare nel ciclo dell’acido citrico: quattro dei nove atomi 
di carbonio producono acetoacetato libero, che viene con- 
vertito in acetoacetil-CoA e quindi in acetil-CoA; un se- 
condo frammento di quattro atomi viene recuperato sot- 
to forma di fumarato. Otto degli atomi di carbonio dello 


mentale 


scheletro di questi amminoacidi entrano perciò nel ciclo 
dell’acido citrico; l’ultimo atomo di carbonio, il nono, viene 
perso sotto forma di CO;. La fenilalanina, dopo l’ossidrila- 
zione a tirosina, è anche il precursore della dopamina, un 
neurotrasmettitore, e degli ormoni adrenalina e noradre- 
nalina, secreti dalla corteccia del surrene (vedi la Figura 
22.31). Anche la melanina, il pigmento scuro della pelle e 
dei capelli, deriva dalla tirosina. 


e Inalcunisoggetti il catabolismo della fenilalanina 
è geneticamente difettoso 


Molti amminoacidi sono neurotrasmettitori, op- 
Ea pure loro precursori o loro antagonisti, perciò i 

difetti genetici a carico del metabolismo degli 
amminoacidi possono causare uno sviluppo difettoso del 
sistema nervoso o un ritardo mentale. Nella maggior par- 
te di queste malattie si ha un accumulo di intermedi spe- 
cifici. Per esempio, il difetto genetico della fenilalanina 
idrossilasi, il primo enzima della via catabolica della fe- 
nilalanina (Figura 18.23), porta alla malattia fenilcheto- 
nuria (PKU), la causa più comune di livelli molto eleva- 
ti di fenilalanina nel sangue (iperfenilalaninemia). 

La fenilalanina idrossilasi (detta anche fenilalanina- 
4-monoossigenasi) fa parte di una classe di enzimi chiama- 
ti ossidasi a funzione mista (vedi il Box 21.1), ognuno dei 
quali catalizza simultaneamente l’ossidrilazione di un sub- 
strato, utilizzando uno degli atomi della molecola di O;; l’al- 
tro atomo di ossigeno viene invece ridotto ad acqua. La fe- 
nilalanina idrossilasi richiede come cofattore la tetraidro- 
biopterina, che trasporta elettroni dal NADPH all’ossigeno 
e, nel corso della reazione, viene ossidata a diidrobiopteri- 
na (Figura 18.24). Successivamente questo coenzima viene 
di nuovo ridotto dall’enzima diidrobiopterina reduttasi, 
in una reazione che utilizza il NADPH. 

Quando la fenilalanina idrossilasi è geneticamente di- 
fettosa, entra in gioco una via secondaria del metabolismo 


CAPITOLO 18 


734. Ossidazione degli amminoacidi e produzione dell’urea 


© 978-88-08-26148-9 


+ 
la 
Ho, ——CH—C00° c=c NH; 
ci / \ | _ 
ET G C— CH, —CH—C00 
Ca 0 % LA 
ed” x x È . 
Sia 
+ 
sù Hs3N—- CH, — CH, — CH, — CH’ _CH—-C00° 
3 
CHg—CH—C00° Stappe PA NH; 
Alanina $tappr / \ | _ 
2C0, HOTa PR —CH—_-C00 
C_C = 
T 
Ò 
Il _ _"00C— CH, — CH, — CH, — C—C007 RAR 
CHa—C—C00 a-Chetoadipato o) 3 | $ 
Piruvato È CH— CH, _CH_-C00° 
9 tappe [da 
CoA-SH —| - NAD* / 
] —00C—-CH=CH_C00° CoA-SH 
/N F t 
del adi ‘umarato CC 
6 tappe CO; 
J Î (0) 1 (0/05 
—00C—- CH’ CH’ CHa— C-S-CoA [cA; [ci 2 C00° 
Glutaril-CoA Acetoacetato 
TAPPE, CO, CoA-SH 
(0) 
| î destino degli atomi 
CH3 —C—CHa — C—S-CoA * di carbonio 
Acetoacetil-CoA 
A CoA-SH 
NH, CO, o 
CHz— CHo_CH-CH_-C00° CHz —C-S-CoA ___— ni 
ti Acetil-CoA 
_ 
I 
CHg— CHo_C—S- CoA Succinil-CoA 


Propionil-CoA 


Figura 18.21 Vie cataboliche per triptofano, lisina, fenilalanina, 
tirosina, leucina e isoleucina. Questi amminoacidi rilasciano 

alcuni dei loro atomi di carbonio (quelli in rosso) sotto forma di 
acetil-CoA. Alcuni atomi di carbonio (in blu) del triptofano, della 
fenilalanina, della tirosina e dell'isoleucina sono convertiti in piruvato 


della fenilalanina, di solito poco usata. In questa via la fe- 
nilalanina viene deamminata a fenilpiruvato mediante 
una reazione di transamminazione in cui l’accettore del 
gruppo amminico è il piruvato (Figura 18.25). La fenila- 
lanina e il fenilpiruvato si accumulano nel sangue e nei 
tessuti e vengono escreti con le urine, da cui il nome “fe- 
nilchetonuria”. Una parte del fenilpiruvato, invece che 
essere direttamente escreta, va incontro a decarbossila- 
zione, formando fenilacetato, oppure viene ridotta a fe- 
nillattato. Il fenilacetato conferisce un odore caratteristi- 
co alle urine e può consentire la diagnosi della PKU nei 
neonati. accumulo di fenilalanina o dei suoi metaboliti 


o in intermedi del ciclo dell'acido citrico. La via della fenilalanina 

è descritta in dettaglio nella Figura 18.23. In questo schema non è 
indicato il destino degli atomi di azoto; nella maggior parte dei casi 
l'azoto amminico viene trasferito all’a-chetoglutarato per formare 
glutammato. 


nei primi mesi di vita determina uno sviluppo anorma- 
le del cervello, che porta a un deficit mentale molto gra- 
ve. La fenilalanina in eccesso può competere con gli altri 
amminoacidi per il trasporto attraverso la barriera ema- 
toencefalica, causando una parziale assenza di altri me- 
taboliti necessari. 

La fenilchetonuria è uno dei primi difetti genetici sco- 
perti nell’uomo. Quando questa malattia viene diagnosti- 
cata immediatamente dopo la nascita, è possibile limitare 
il danno neurologico e il ritardo mentale con un rigido con- 
trollo della dieta, cioè valutando correttamente la quantità 
di fenilalanina e di tirosina ingerita dal neonato, in modo 
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Figura 18.22 Il triptofano come precursore. Gli anelli aromatici 
del triptofano sono precursori di nicotinato (niacina), indoloacetato e 
serotonina. Gli atomi colorati servono da tracciante per poter indicare 
la fonte degli atomi di carbonio presenti nell'anello del nicotinato. 
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che la quantità di questi amminoacidi sia quella necessa- 
ria esclusivamente alla sintesi delle proteine. Devono an- 
che essere eliminati tutti i cibi ricchi di proteine. Le pro- 
teine naturali, come la caseina, prima di essere utilizzate 
devono essere idrolizzate per poter eliminare la maggior 
parte della fenilalanina, al fine di ottenere una dieta cor- 
retta almeno per la prima infanzia. È inoltre necessario fa- 
re molta attenzione a non assumere cibi che contengono 
dolcificanti artificiali come l’aspartame, che è l’estere me- 
tilico di un dipeptide contenente fenilalanina e aspartato 
(vedi la Figura 1.24b). 

La fenilchetonuria può essere causata anche da un 
difetto dell'enzima che catalizza la rigenerazione della 
tetraidrobiopterina (Figura 18.24). In questo caso il trat- 
tamento è molto più complesso di quello che si limita so- 
stanzialmente a una dieta povera di fenilalanina e tiro- 
sina. Dato che la tetraidrobiopterina è necessaria anche 
per la formazione dell’L-3,4-diidrossifenilalanina (L-dopa) 
e del 5-diidrossitriptofano (precursori essenziali rispetti- 
vamente dei neurotrasmettitori noradrenalina e seroto- 
nina), questi composti devono essere forniti con la dieta. 
Un supplemento di tetraidrobiopterina nella dieta è in- 
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Figura 18.23 Vie cataboliche della fenilalanina e della tirosina. Nell'uomo questi amminoacidi 
sono normalmente convertiti in acetoacetil-CoA e in fumarato. Difetti genetici in molti di questi 
enzimi portano alla comparsa nell'uomo di malattie ereditarie (ombreggiate in giallo). 
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Figura 18.24 Funzione della tetraidrobiopterina nella 


reazione della fenilalanina idrossilasi. Nella reazione della 
fenilalanina idrossilasi l'atomo H ombreggiato in rosa viene trasferito 
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Figura 18.25 Y Vie alternative del catabolismo della 
fenilalanina nella fenilchetonuria. Nella PKU il fenilpiruvato si 
accumula nei tessuti, nel sangue e nelle urine. Il fenilacetato e il 
fenillattato possono essere presenti anche nell'urina. 


sufficiente a causa dell'instabilità del composto e della 
sua incapacità di attraversare la barriera ematoencefalica. 

Screening eseguiti sui neonati per identificare i difetti 
genetici possono avere risvolti molto importanti a livello sia 
sociale sia economico, in particolare nella PKU. Gli esami 
da effettuare per identificare la patologia (non più basati 


direttamente dal carbonio C-4 al C-3. Questa caratteristica, scoperta 
presso gli Istituti Nazionali di Sanità degli USA (NIH), viene detta NIH 
shift (spostamento NIH). 


solo sull’odore delle urine) sono relativamente poco costo- 
si; il riconoscimento della malattia e il trattamento preco- 
ce dei neonati (8-10 casi su 100 000 individui) portano a un 
risparmio annuale di molte risorse, che altrimenti dovreb- 
bero essere investite in programmi sociali di recupero dei 
bambini affetti da ritardo mentale. Inoltre, il trauma emo- 
tivo che questa semplice analisi riesce a evitare nei genito- 
ri ha un valore inestimabile. 

Un'altra malattia ereditaria che deriva da un difetto 
genetico della via catabolica della fenilalanina è l’alca- 
ptonuria, e l'enzima interessato è l’omogentisato dios- 
sigenasi (Figura 18.23). Questa condizione, meno gra- 
ve della PKU, non ha effetti patologici seri, a parte il fat- 
to che gli individui affetti eliminano grandi quantità di 
omogentisato che, ossidandosi rapidamente, conferisce 
all’urina un colore scuro. Inoltre gli individui con con 
questo difetto sono predisposti a sviluppare una parti- 
colare forma di artrite. EFalcaptonuria ha anche una rile- 
vanza storica: fu studiata per la prima volta da Archibald 
Garrod all’inizio del Novecento. Garrod scoprì che la pa- 
tologia era ereditaria e che poteva essere dovuta all’as- 
senza di un unico enzima. Garrod fu il primo a mettere 
in relazione la malattia con un enzima, una delle scoper- 
te principali lungo la via che ha infine portato alle attua- 
li conoscenze sui geni e su come viene trasferita l’infor- 
mazione genetica, argomenti che saranno trattati nella 
Parte III. O 


e Cinque amminoacidi sono convertiti in a-chetoglutarato 

Lo scheletro carbonioso di cinque amminoacidi (prolina, 
glutammato, glutammina, arginina e istidina) entra nel ci- 
clo dell'acido citrico come a-chetoglutarato (Figura 18.26). 
Prolina, glutammato e glutammina hanno scheletri a 
cinque atomi di carbonio. La struttura ciclica della prolina 
viene aperta mediante ossidazione dell'atomo di carbonio 
più distante dal gruppo carbossilico, formando una base di 
Schiff; l'anello viene aperto mediante l’idrolisi dell’inter- 
medio, con la produzione di una semialdeide lineare (la 
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Figura 18.26 Vie cataboliche di arginina, istidina, glutammato, 
glutammina e prolina. Tutti questi amminoacidi sono convertiti 
ina-chetoglutarato. Le tappe numerate nella via di degradazione 


glutammato y-semialdeide). Questo composto viene ulte- 
riormente ossidato a livello dello stesso atomo di carbonio 
per produrre glutammato. Lazione della glutamminasi, 0 
di altri enzimi in reazioni in cui la glutammina si comporta 
da donatore di un gruppo amminico, converte la glutam- 
mina in glutammato. La transamminazione, o la deammi- 
nazione, del glutammato produce l’intermedio del ciclo 
dell'acido citrico a-chetoglutarato. 

L’arginina e l’istidina contengono cinque atomi di 
carbonio in sequenza, mentre il sesto è legato a un ato- 
mo di azoto. La conversione catabolica di questi due am- 
minoacidi in glutammato è più complessa della via che 
trasforma la prolina o la glutammina in glutammato (Fi- 
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glutammato | 
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© NH 
COO 7 


7 NADP* 
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formimmino trasferasi. 


gura 18.26). Larginina viene convertita nel ciclo dell’urea 
in ornitina, composto a cinque atomi di carbonio (vedi la 
Figura 18.10); l’ornitina viene a sua volta transammina- 
ta a glutammato y-semialdeide. La conversione dell’isti- 
dina in glutammato a cinque atomi di carbonio avviene 
attraverso una via a molte tappe. Il carbonio in più vie- 
ne rimosso in una tappa che utilizza come cofattore il te- 
traidrofolato. 


e Quattro amminoacidi sono convertiti in succinil-CoA 

Gli scheletri carboniosi di metionina, isoleucina, treonina 
e valina sono degradati da vie metaboliche che produco- 
no succinil-CoA (Figura 18.27), un intermedio del ciclo 
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dell’acido citrico. La metionina dona il suo gruppo me- 
tilico a uno dei tanti possibili accettori mediante l’S-ade- 
nosilmetionina, e tre dei suoi quattro atomi di carbonio 
rimasti vengono trasformati in propionato, nella forma 
di propionil-CoA, un precursore del succinil-CoA. Liso- 
leucina va incontro a transamminazione seguita da de- 
carbossilazione ossidativa dell’a-chetoacido prodotto. Il 
frammento a cinque atomi di carbonio generato in questa 
trasformazione viene ulteriormente ossidato, formando 
acetil-CoA e propionil-CoA. La valina va incontro a tran- 
samminazione e decarbossilazione, quindi a una serie di 
reazioni di ossidazione che convertono i restanti quattro 
atomi di carbonio in propionil-CoA. Alcune parti delle vie 
ossidative della valina e dell’isoleucina ricordano molto 
da vicino le tappe della degradazione degli acidi grassi 
(vedi la Figura 17.9). Nei tessuti umani anche la treonina 


Figura 18.27 Vie cataboliche di metionina, 
isoleucina, treonina e valina. Tutti questi amminoacidi 
producono succinil-CoA; due atomi di carbonio 
dell'isoleucina vengono convertiti in acetil-CoA (vedi 
anche la Figura 18.21). La via della treonina mostrata 

in questa figura è quella operante nei tessuti umani. 
L'altra via di degradazione della treonina, presente in 
altri organismi, è riportata nella Figura 18.19. La via di 
conversione della metionina in omocisteina è descritta in 
dettaglio nella Figura 18.18. Le tappe della conversione 
dell'omocisteina in a-chetobutirrato sono illustrate nella 
Figura 22.16. Le reazioni di conversione del propionil- 
CoA in succinil-CoA sono descritte nella Figura 17.12. 


viene convertita in propionil-CoA in due tappe. Questa 
nell’uomo è la via principale di degradazione della treo- 
nina (vedi la Figura 18.19 per la via alternativa). Il mec- 
canismo della prima tappa è analogo a quello catalizzato 
dalla serina deidratasi; la serina e la treonina deidratasi 
potrebbero in realtà essere lo stesso enzima. 

Il propionil-CoA generato da questi tre amminoacidi 
viene convertito in succinil-CoA dalle reazioni descritte nel 
Capitolo 17: carbossilazione a metilmalonil-CoA, epime- 
rizzazione del metilmalonil-CoA e, infine, conversione in 
succinil-CoA da parte dell'enzima metilmalonil-CoA mu- 
tasi, che utilizza il coenzima B; (vedi la Figura 1712). Un 
difetto genetico piuttosto raro a carico della metilmalonil- 
CoA mutasi causa una grave malattia, chiamata acidemia 
metilmalonica, che comporta serie complicazioni metabo- 
liche (Tabella 18.2; Box 18.2). 
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Box 18.2 | 


Indagini scientifiche risolvono il mistero di un assassinio 


La realtà talvolta va al di là dell’immaginazione, o al- 
meno assomiglia alle fiction televisive. Si veda per esem- 
pio il caso di Patricia Stallings; accusata di aver ucciso 
suo figlio, fu condannata all'ergastolo, ma in seguito fu 
dichiarata innocente grazie alle ricerche mediche di tre 
instancabili ricercatori. 

La storia inizia nell'estate del 1989, quando la Stallings 
portò il suo bambino di tre mesi, Ryan, al pronto soccorso 
Cardinal Glennon Children's Hospital di St. Louis. Il bam- 
bino presentava un respiro affannoso, vomito incontrol- 
lato e dolori all'addome. Secondo il medico che visitò il 
bambino, un tossicologo, i sintomi erano quelli tipici di 
un avvelenamento da glicol etilenico, un anticongelante, 
una conclusione a quanto pare confermata dall’analisi di 
un laboratorio privato. 

Dopo il ricovero, il bambino fu affidato a un istituto 
specializzato e la Stallings e suo marito David poterono 
vedere il figlio solo in occasione di visite autorizzate. Ma, 
quando il bambino si ammalò e in seguito morì dopo una 
visita in cuila Stallings era rimasta per un breve periodo 
di tempo da sola con il figlio, la donna fu accusata di omi- 
cidio volontario e fu condotta in prigione. A quel tempo 
le prove contro di lei sembravano molto chiare, dato che 
sia il laboratorio privato sia il laboratorio dell'ospedale 
avevano trovato nel sangue del bambino grandi quan- 
tità di glicol etilenico e che tracce della stessa sostanza 
erano state riscontrate nella bottiglia del latte con cui la 
Stallings aveva alimentato il figlio durante l’ultima visita. 
Senza saperlo la Stallings aveva portato avanti un espe- 
rimento piuttosto brillante. Mentre era in carcere, si 
accorse di essere incinta e nel febbraio del 1990 diede 
alla luce un altro figlio, David Stallings Jr. Il bambino 
fu messo subito in un istituto per neonati, ma due set- 
timane dopo iniziò a presentare sintomi simili a quelli 
di Ryan. A David fu diagnosticata una rara malattia me- 
tabolica chiamata acidemia metilmalonica (MMA), una 
malattia genetica recessiva a carico del metabolismo 
degli amminoacidi che colpisce un neonato su 48 000 
e che presenta sintomi quasi uguali a quelli dell’avve- 
lenamento da glicol etilenico. La Stallings non poteva 


ovviamente aver avvelenato anche il suo secondo figlio, 
ma i giudici dello Stato del Missouri non furono molto 
impressionati dai nuovi sviluppi e non consentirono di 
inserire come prova nel processo la diagnosi di MMA per 
il secondo figlio; nel gennaio del 1991 Patricia Stallings 
fu dichiarata colpevole di assassinio per avvelenamento 
e condannata all’ergastolo. 

Fortunatamente per la Stallings, William Sly, direttore 
del Dipartimento di Biochimica e Biologia molecolare, 
e James Shoemaker, capo del laboratorio di dosaggi 
metabolici, entrambi alla St. Louis University, si in- 
teressarono al suo caso quando sentirono la storia in 
televisione. Shoemaker analizzò nuovamente il sangue 
di Ryan e non vi trovò glicol etilenico. Shoemaker e Sly 
contattarono allora Piero Rinaldo, un esperto di malattie 
metaboliche alla Yale University, il cui laboratorio era 
in grado di diagnosticare la malattia MMA da campioni 
di sangue. 

Quando Rinaldo analizzò il siero di Ryan, scoprì che con- 
teneva elevate concentrazioni di acido metilmalonico, un 
prodotto della demolizione degli amminoacidi ramificati 
isoleucina e valina che si accumula nei fluidi di pazienti 
affetti da MMA, in quanto l’enzima che dovrebbe conver- 
tirlo nel prodotto successivo della via metabolica risulta 
difettoso (Figura 1). Rinaldo stabilì anche che il sangue 
del bambino conteneva grandi quantità di corpi cheto- 
nici, un’altra conseguenza metabolica della malattia. 
Come Shoemaker, non trovò glicol etilenico nei campioni 
dei fluidi del bambino. La bottiglia del latte non poté 
essere analizzata in quanto era misteriosamente sparita. 
Le analisi convinsero Rinaldo che Ryan era morto a causa 
dell’MMA, ma comesi potevano spiegare i risultati degli 
altri due laboratori, che invece sostenevano la presenza 
di glicol etilenico nel corpo del bambino? Potevano avere 
sbagliato tutti e due? 

Quando Rinaldo ottenne i referti degli altri laboratori, il 
suo commento fu: “Incredibile!”. Un laboratorio affermava 
che il sangue di Ryan Stallings conteneva glicol etilenico 
anche se l’analisi del campione di sangue non dava risultati 
simili a quelli di un campione noto a cui era stato aggiunto 
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Figura 1 I bambini che hanno una mutazione che inattiva l'enzima 
metilmalonil-CoA mutasi (contrassegnata dalla X rossa) non 
possono degradare l'isoleucina, la metionina, la treonina e la valina 


in modo normale. Vi è un accumulo a esito potenzialmente fatale 
di acido metilmalonico, i cui sintomi sono molto simili a quelli 


dell'avvelenamento da glicol etilenico. 
> (segue) 
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glicol etilenico. “Questa non era soltanto una questione 
di interpretazione. La qualità della loro analisi non era 
accettabile”, disse Rinaldo. E l’altro laboratorio? Secondo 
Rinaldo, il laboratorio aveva individuato nel sangue di 
Ryan un composto anomalo e allora “ipotizzò che fosse 
glicol etilenico”. I campioni presi dalla bottiglia non ave- 
vano rivelato niente di insolito, disse Rinaldo, e tuttavia il 
laboratorio sostenne che vi erano tracce di glicol etilenico 
anche nella bottiglia. 


e Gliamminoacidia catena ramificata non vengono 
degradati nel fegato 

Anche se il catabolismo degli amminoacidi avviene per lo 
più nel fegato, i tre amminoacidi con catene ramificate (leu- 
cina, isoleucina e valina) vengono usati come combustibi- 
li metabolici, e quindi ossidati, nel muscolo, nel tessuto 
adiposo, nel rene e nel cervello. Questi tessuti extraepatici 
contengono un’amminotrasferasi che è assente nel fegato, 
e che agisce su tutti e tre gli amminoacidi a catena ramifica- 
ta per produrre i corrispondenti chetoacidi (Figura 18.28). 
Il complesso della deidrogenasi per gli a-chetoacidi 
a catena ramificata decarbossila ossidativamente tutti e 
tre gli a-chetoacidi, produce i rispettivi acil-CoA e rilascia 
il gruppo carbossilico come CO». La reazione catalizzata è 
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Rinaldo presentò i suoi risultati al Pubblico Ministero, 
George McElroy, che il giorno dopo in una conferenza 
stampa dichiarò ai giornalisti: “Non credo più ai risultati 
di laboratorio”. Avendo stabilito che Ryan Stallings era 
morto a causa dell’MMA, il 20 settembre del 1991 pro- 
sciolse da tutte le accuse Patricia Stallings. 


* Da Michelle Hoffman (1991), Science 253, 931, © 1991 American 
Association for the Advancement of Science. 


formalmente analoga alle due decarbossilazioni ossidative 
viste nel Capitolo 16: l'ossidazione del piruvato ad acetil- 
CoA, catalizzata dal complesso della piruvato deidrogenasi 
(vedi la Figura 16.6), e l'ossidazione dell’a-chetoglutarato a 
succinil-CoA, catalizzata dal complesso dell’a-chetogluta- 
rato deidrogenasi (pagina 660). Tutti e tre i complessi enzi- 
matici infatti sono strutturalmente simili e hanno in comu- 
ne lo stesso meccanismo di reazione. Vi partecipano cinque 
cofattori (la tiamina pirofosfato, il FAD, il NAD, il lipoato e 
il coenzima A), e le tre proteine enzimatiche che fanno par- 
te di ciascun complesso catalizzano reazioni omologhe. Si 
tratta di un chiaro esempio di un meccanismo enzimatico 
evolutosi per catalizzare una determinata reazione in una 
via metabolica, che è stato poi “preso in prestito” median- 
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Figura 18.28 Y Vie cataboliche dei tre amminoacidi ramificati: 
valina, isoleucina e leucina. Le tre vie cataboliche avvengono 

nei tessuti extraepatici e hanno in comune i primi due enzimi, 

come mostrato nella figura. Il complesso della deidrogenasi per gli 
a-chetoacidi a catena ramificata è analogo ai complessi della piruvato 


deidrogenasi e dell'a-chetoglutarato deidrogenasi, e richiede gli 
stessi cinque cofattori (alcuni non mostrati nella figura). Questo 
enzima è difettoso nei pazienti affetti dalla malattia delle urine a 
sciroppo d'acero. 
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te duplicazione genica e successiva evoluzione per cataliz- 
zare reazioni simili in vie metaboliche diverse. 
Esperimenti condotti sui ratti hanno dimostrato che il 

complesso della deidrogenasi per gli a-chetoacidi a catena 
ramificata è regolato mediante modificazioni covalenti in 
risposta al contenuto di amminoacidi a catena ramificata 
della dieta. Se l'apporto di amminoacidi a catena ramifi- 
cata è scarso o nullo, il complesso enzimatico viene fosfo- 
rilato da una proteina chinasi e inattivato. Invece l’aggiun- 
ta di un eccesso di amminoacidi a catena ramificata nella 
dieta provoca la defosforilazione e la conseguente attiva- 
zione del complesso enzimatico. Si ricordi che il complesso 
della piruvato deidrogenasi è sottoposto a un simile mec- 
canismo di regolazione mediante fosforilazione e defosfo- 
rilazione (pagina 670). 

Esiste una malattia genetica relativamente rara, 

caratterizzata da un accumulo nel sangue dei tre 

chetoacidi ramificati (come pure degli ammi- 
noacidi precursori, compresa la leucina), che si riversano 
nelle urine. Questa condizione, detta leucinosi o malat- 
tia delle urine a sciroppo d’acero, a causa del caratte- 
ristico odore conferito alle urine dagli a-chetoacidi, è pro- 
vocata da un difetto del complesso della deidrogenasi de- 
gli amminoacidi a catena ramificata. Se non viene curata, 
la malattia provoca ritardato sviluppo del cervello e mor- 
te in età infantile. Il trattamento consiste in un rigido con- 
trollo della dieta, limitando l’apporto della valina, dell’i- 
soleucina e della leucina al minimo necessario per una 
normale crescita. O 


e  L'asparaginae l’aspartato vengono degradati 
a ossalacetato 

Gli scheletri carboniosi dell’asparagina e dell’aspartato 
entrano nel ciclo dell’acido citrico sotto forma di malato nei 
mammiferi o di ossalacetato nei batteri. enzima aspara- 
ginasi catalizza l’idrolisi dell’asparagina ad aspartato, che 
poi va incontro a transamminazione con l’a-chetoglutara- 
to, producendo glutammato e ossalacetato (Figura 18.29). 
Possalacetato viene convertito in malato nel citosol e quindi 
trasportato all’interno della matrice mitocondriale tramite 
il trasportatore malato-a-chetoglutarato. Nei batteri, l’ossa- 
lacetato prodotto dalla reazione di transamminazione può 
essere utilizzato direttamente nel ciclo dell’acido citrico. 


Abbiamo visto come i 20 amminoacidi, dopo aver per- 
so i loro atomi di azoto, vengano degradati per deidroge- 
nazione, decarbossilazione e altre reazioni, e come parte 
dei loro scheletri carboniosi generino sei metaboliti che en- 
trano nel ciclo dell’acido citrico. Le altre parti che genera- 
no invece acetil-CoA vengono completamente ossidate ad 
anidride carbonica e acqua, con formazione di ATP trami- 
te la fosforilazione ossidativa. 

Come nel caso dei carboidrati e dei lipidi, la degrada- 
zione degli amminoacidi porta alla liberazione di equiva- 
lenti riducenti (sotto forma di NADH e FADH,), attraverso 
l’azione del ciclo dell’acido citrico. La trattazione dei pro- 
cessi catabolici si concluderà nel prossimo capitolo con 
una discussione sulla respirazione, nella quale questi equi- 
valenti riducenti sono utilizzati nell’ultimo processo ossi- 
dativo che genera energia per gli organismi aerobici. 
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Figura 18.29 Catabolismo dell’asparagina e dell’aspartato. 
Entrambi gli amminoacidi sono convertiti in ossalacetato. 


SOMMARIO 18.3 
Vie di degradazione degli amminoacidi 

e Dopo la rimozione dei gruppi amminici, gli scheletri 
carboniosi degli amminoacidi vanno incontro a reazio- 
ni di ossidazione, con la formazione di composti che 
entrano nel ciclo dell’acido citrico e possono essere o0s- 
sidati a CO, e H;0. Tali reazioni richiedono un certo 
numero di cofattori, come il tetraidrofolato e la S-ade- 
nosilmetionina per il trasferimento di unità monocar- 
boniose, e la tetraidrobiopterina per l’ossidazione della 
fenilalanina catalizzata dalla fenilalanina idrossilasi. 

e A seconda dei prodotti finali del loro processo di de- 
gradazione, alcuni amminoacidi possono essere con- 
vertiti in corpi chetonici, altri in glucosio, altri in en- 
trambi. La degradazione degli amminoacidi si integra 
col metabolismo intermedio e può avere un’importan- 
za cruciale per la sopravvivenza in condizioni in cui gli 
amminoacidi rappresentino una fonte significativa di 
energia metabolica. 

e Gli scheletri carboniosi degli amminoacidi entrano nel 
ciclo dell’acido citrico attraverso cinque intermedi: ace- 
til-CoA, a-chetoglutarato, succinil-CoA, fumarato e os- 
salacetato. Alcuni sono anche degradati a piruvato, che 
può essere convertito in acetil-CoA o in ossalacetato. 

e Gli amminoacidi che producono piruvato sono l’alani- 
na, la cisteina, la glicina, la serina, la treonina e il tri- 
ptofano. La leucina, la lisina, la fenilalanina e il tripto- 
fano producono acetil-CoA tramite l’acetoacetil-CoA. 
Lisoleucina, la leucina, la treonina e il triptofano for- 
mano anche acetil-CoA direttamente. 

e L’arginina, il glutammato, la glutammina, l’istidina e la 
prolina producono a-chetoglutarato; l’isoleucina, la me- 
tionina, la treonina e la valina producono succinil-CoA; 
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quattro atomi di carbonio della fenilalanina e della tiro- 
sina producono fumarato; l’asparagina e l’aspartato pro- 
ducono ossalacetato. 

Gli amminoacidi a catena ramificata (isoleucina, leuci- 
na e valina), al contrario degli altri amminoacidi, vengo- 
no degradati solo nei tessuti extraepatici. 

Alcune gravi malattie dell’uomo sono dovute a difetti 
genetici degli enzimi del catabolismo degli ammino- 
acidi. 


AN Termini chiave 


=) 1termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


S-adenosilmetionina glutammina sintetasi 


(adoMet) 728 717 
alcaptonuria 736 glutamminasi 718 
amminoacidi leucinosi (malattia 
chetogenici 726 delle urine a sciroppo 
amminoacidi d’acero) 741 
essenziali 725 ossidasi a funzione 
amminoacidi mista 733 
glucogenici 726 piridossal fosfato 
amminotrasferasi 715 (PLP) 715 


ammoniotelici 720 tetraidrobiopterina 
ciclo dell’urea 720 730 

ciclo glucosio-alanina 718 tetraidrofolato 728 
creatina chinasi 724 transamminasi 714 
deamminazione transamminazione 715 
ossidativa 716 urea 720 
fenilchetonuria (PKU) 733 ureotelici 720 
L-glutammato uricotelici 720 
deidrogenasi 710 
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= Problemi 
1 


Prodotti della transamminazione degli ammino- 
acidi. Denominate e scrivete la struttura degli a-che- 
toacidi che si formano quando i seguenti amminoaci- 
di vanno incontro a transamminazione con l’a-cheto- 
glutarato: (a) aspartato, (b) glutammato, (c) alanina, 
(d) fenilalanina. 

Determinazione della velocità della reazione 
dell’alanina amminotrasferasi. l’attività (velocità 
della reazione) dell’alanina amminotrasferasi viene 
di solito misurata aggiungendo al sistema un eccesso 
di lattato deidrogenasi pura e di NADH nella miscela 
di reazione. La velocità della scomparsa dell’alanina è 
uguale alla velocità di ossidazione del NADH, che vie- 
ne misurata spettrofotometricamente. Spiegate su co- 
sa si basa questo sistema di dosaggio. 

Alanina e glutammina nel sangue. Il plasma umano 
in condizioni normali contiene tutti gli amminoacidi 
necessari alla sintesi delle proteine, ma in concentra- 
zioni diverse. L’alanina e la glutammina sono presenti 
in concentrazioni molto più elevate di ogni altro am- 
minoacido. Perché? 

Distribuzione dell’azoto amminico. Se la vostra die- 
ta è ricca di alanina, ma povera di aspartato, con quali 
sintomi potreste avvertire la carenza di questo ammi- 
noacido? Spiegate il perché. 

Lattato e alanina a confronto come fornitori di 
energia metabolica: il costo della rimozione dell’a- 
zoto. I tre atomi di carbonio del lattato e dell’alanina 
hanno stati di ossidazione identici e gli animali posso- 
no usarli entrambi per produrre energia metabolica. 
Confrontate la resa netta in molecole di ATP per mo- 
lecola di substrato che si ottiene dall’ossidazione a CO, 
e H;0 del lattato con quella che si ottiene dall’alanina, 
tenendo conto in questo caso del costo dell’escrezione 
dell’azoto sotto forma di urea. 


COO” COO” 
HO da HiN-C-H 
du stu 
H H 
Lattato Alanina 


Intossicazione da ammoniaca prodotta da una die- 
ta carente di arginina. In uno studio condotto anni 
fa, alcuni gatti furono lasciati a digiuno per una not- 
te e fu poi dato loro un pasto completo contenente 
tutti gli amminoacidi meno l’arginina. Due ore dopo, 
il livello di ammoniaca nel sangue era aumentato da 
18 pg/L (la norma) a 140 pg/L, e i gatti cominciava- 
no a mostrare i sintomi tipici di intossicazione da am- 
moniaca. Un gruppo di animali di controllo alimenta- 
ti con una dieta completa o con una dieta in cui l’ar- 
ginina era stata sostituita con ornitina non mostrava 
sintomi apparenti. 


CAPITOLO 18 
Ossidazione degli amminoacidi e produzione dell'urea 


(a) Qual era la funzione del digiuno nell’esperimento? 
(b) Che cosa determinò l’aumento del livello di ammo- 
niaca? Perché l’assenza di arginina generò l’intossi- 
cazione da ammoniaca? l’arginina è un amminoaci- 
do essenziale nei gatti? Motivate la vostra risposta. 
(c) Perché l’ornitina poté sostituire l’arginina? 


7. Ossidazione del glutammato. Scrivete una serie di 


reazioni, compresa quella complessiva, che descriva- 
no l'ossidazione di 2 moli di glutammato a 2 moli di 
B-chetoglutarato e 1 mole di urea. 


8. Transamminazione e ciclo dell’urea. L’aspar- 


tato amminotrasferasi ha l’attività più elevata di 
tutte le amminotrasferasi del fegato nei mammiferi. 
Perché? 


9. Ilcaso della dieta proteica liquida. Una dieta dima- 


grante, commercializzata alcuni anni fa raccomandava 

l'assunzione di “proteina liquida” (una zuppa di gela- 

tina idrolizzata), di acqua e di un assortimento di vita- 
mine. Tutti gli altri cibi erano eliminati dalla dieta. Le 

persone che seguivano questa dieta perdevano da 4,5 

a 5 kg di peso nella prima settimana. 

(a) Le ditte concorrenti sostennero che il peso perso 
non era altro che acqua e che sarebbe stato ripreso 
immediatamente con il ritorno a una dieta norma- 
le. Qual è la base biochimica di questa argomenta- 
zione? 

(b) Un certo numero di persone che seguirono questa 
dieta morì. Quali sono i pericoli di questa dieta, ta- 
li da portare alla morte? 


10. Amminoacidi chetogenici. Quali amminoacidi sono 


esclusivamente chetogenici? 


11. Un difetto genetico nel metabolismo degli 


amminoacidi: un caso clinico. Un bambino di 
due anni fu portato all’ospedale. La mamma raccontò 
che il figlio vomitava frequentemente, specialmente 
dopo i pasti. Il peso del bambino e il suo sviluppo fisi- 
co erano sotto la norma. I suoi capelli, benché fossero 
neri, presentavano chiazze bianche. Un campione di 
urina trattato con cloruro ferrico (FeCl;) assunse il co- 
lore verde caratteristico della presenza di fenilpiruva- 
to. I risultati dell’analisi quantitativa di campioni del- 
le urine del bambino sono riportati nella tabella se- 
guente. 


Concentrazione (mm) 


Sostanza Urine del paziente Urine normali 
Fenilalanina 70 0,01 
Fenilpiruvato 4,8 0 
Fenillattato 10,3 0 


(a) Quale enzima potrebbe essere carente? Proponete 
un trattamento per questa malattia. 

(b) Perché la fenilalanina compare nelle urine in quan- 
tità così elevata? 

(c) Qual è la fonte del fenilpiruvato e del fenillattato? 
Perché questa via solitamente inattiva diventa ope- 
rante quando la concentrazione di fenilalanina au- 
menta? 

(d) Perché i capelli del paziente presentano chiazze 
bianche? 
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12.2 Ruolo della cobalammina nel catabolismo 


15. 


16. 


degli amminoacidi. anemia perniciosa è do- 
vuta a un difetto dell’assorbimento della vitamina B,;. 
Qual è la conseguenza di tale difetto sul catabolismo 
degli amminoacidi? Tutti gli amminoacidi sono coin- 
volti allo stesso modo? (Suggerimento: vedi il Box 
172.) 

Diete vegetariane. Le diete vegetariane posso- 

no fornire elevati livelli di antiossidanti e un pro- 
filo lipidico in grado di impedire la malattia coronari- 
ca; tuttavia, creano anche alcuni problemi. Sono stati 
prelevati campioni di sangue da tre gruppi di volonta- 
ri che erano vegetariani integrali (nessun prodotto di 
origine animale), lattovegetariani (vegetariani che pe- 
rò mangiano prodotti caseari) oppure onnivori (sog- 
getti con una dieta normale, che include anche la car- 
ne). Tutti i soggetti avevano seguito la dieta per alcuni 
anni. I livelli dell'’omocisteina e del metilmalonato era- 
no elevati nel gruppo dei vegetariani integrali, un po’ 
più bassi nel gruppo dei lattovegetariani, e molto più 
bassi nel gruppo degli onnivori. Spiegate perché. 

Anemia perniciosa. La carenza di vitamina B,; 

può essere causata da alcune rare malattie gene- 
tiche caratterizzate da bassi livelli di B,,, nonostante la 
dieta includa cibi ricchi di questa vitamina, come la 
carne e i latticini. Queste malattie non possono essere 
trattate arricchendo la dieta di vitamina B. Spiegate 
perché. 
Meccanismi di reazione del piridossal fosfato. La 
treonina può essere substrato della treonina deidratasi, 
che la scinde, generando a-chetobutirrato e ammonia- 
ca. L’enzima richiede il PLP come cofattore. Suggerite 
un possibile meccanismo di reazione, basato sui mec- 
canismi illustrati nella Figura 18.6. Si noti che la reazio- 
ne include un’eliminazione a livello del carbonio f del- 
la treonina. 


OH NH; 
cid Cit c00 — i 
Treonina deidratasi 
(0) 
CH3 —CH, c COO + NH, + H,0 


a-Chetobutirrato 


Via del carbonio e dell’azoto nel metabolismo del 
glutammato. Quando il [2-!4C N]glutammato va in- 
contro alla degradazione ossidativa nel fegato di rat- 
to, in quali atomi dei seguenti metaboliti ritrovere- 
mo gli isotopi presenti nel glutammato? (a) Urea, (b) 
succinato, (c) arginina, (d) citrullina, (e) ornitina, (f) 
aspartato. 


H C00- 

Hasta 
H cu 
cn, 

tod: 


Glutammato marcato 
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17. Strategia chimica del catabolismo dell’isoleucina. 


Fisoleucina viene degradata in una via a sci tappe fino 
a propionil-CoA e acetil-CoA: 


O, 0 O, CA 
Cc C 
+ | 
H3N-_C-H CH, 
| 6 tappe 
RSS CHy ? CHsz  Propionil-CoA 
CHy n 
| O S-CoA 
e SL 
Isoleucina 


CH3  Acetil-CoA 


(a) Il processo chimico di degradazione dell’isoleucina 
utilizza strategie analoghe a quelle riscontrate nel 
ciclo dell’acido citrico e nella f ossidazione degli 
acidi grassi. Gli intermedi che si formano durante 
la degradazione dell’isoleucina (da I a V) mostrati 
qui di seguito non sono nell’ordine corretto. Usan- 
do le vostre conoscenze sul ciclo dell’acido citrico 
e sulla f ossidazione, siete capaci di disporre gli 
intermedi nella sequenza metabolica corretta? 


O, 8004 O, 0 O S-CoA 
OI 
Pemuni" ceo H_0-CH; 
dai H_C-CH; ceo 
CHs CH CH; 
CH, 
I II I 
O, 8004 O, ,8-C0A 
G ole 
H 5 CH. H ov 
È PA 
CH; HO ci CHy 
CH, CHz 
IV V 


(b) Per ciascuna tappa da voi proposta, descrivete il pro- 
cesso chimico, individuate (se possibile) un esem- 
pio analogo nel ciclo dell’acido citrico o nella f} 0s- 
sidazione e indicate se sono necessari cofattori. 


. Funzione del piridossal fosfato nel metabolismo 


della glicina. Lenzima serina idrossimetiltrasferasi ri- 
chiede come cofattore il piridossal fosfato. Proponete 
un meccanismo per la reazione catalizzata da questo 
enzima, nella direzione della degradazione della seri- 
na (produzione di glicina). (Suggerimento: vedi le Fi- 
gure 18.19 e 18.20b.) 


. Vie parallele per la degradazione degli ammino- 


acidi e degli acidi grassi. Lo scheletro carbonioso del- 
la leucina viene degradato mediante una serie di reazio- 
ni molto simili a quelle della f ossidazione degli acidi 
grassi e del ciclo dell’acido citrico. Per ogni reazione, da 
(a) a ($), individuate il tipo, l’analogo esempio nel ciclo 
dell’acido citrico o nella B ossidazione (dove è possibi- 
le) e i cofattori eventualmente necessari. 
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4 
anni le | 
CHs—C_ CH, —c-0007 Leucina 
CHz H 
(a) | 
H (0) 
CH; La CH;— ti C007 a-Chetoisocaproato 
cn, 
77 CoA-SH 
(b) 
> CO, 
H (0) 
CH; ta CH; — i S-CoA Isovaleril-CoA 
05, 
(| 
Ù 
CH3—- ‘i a C_S-CoA B-Metilcrotonil-CoA 
H;C H 
a) | - HCO; 
Ù 
_—00C— CH, ‘a ii C_S-CoA -Metilglutaconil-CoA 
H;C H 
| H,0 
OH (0) 
—00C—CH,— de CHy BA B-Idrossi-B-metilglutaril-CoA 
CH, 


©| 
(0) 


| I 
-00C— CH, —C— CH; + CH; —C—S-CoA 


Acetoacetato Acetil-CoA 


=N Problema sull’analisi dei dati 


20% Leucinosi (malattia delle urine a sciroppo d’a- 
cero). La Figura 18.28 mostra la via di degrada- 
zione degli amminoacidi ramificati e il sito del difetto 
che causa la malattia delle urine a sciroppo d’acero. Le 
ricerche iniziali che portarono alla scoperta del difetto 
furono presentate in tre lavori pubblicati alla fine degli 
anni ’50 e all’inizio degli anni ’60. Questo problema trac- 
cia la storia della malattia, dalle prime osservazioni cli- 
niche fino alle proposte dei meccanismi biochimici re- 
sponsabili della malattia. 
Menkes, Hurst e Craig (1954) illustrarono il caso di quat- 
tro fratelli morti che presentavano una sintomatologia 
simile. In tutti e quattro i casi, la gravidanza e il parto 
erano stati normali, ma 3-5 giorni dopo la nascita i bam- 
bini cominciarono ad avere convulsioni. I quattro bimbi 
morirono tra gli 11 giorni e i tre mesi di età. autopsia 
mostrò un considerevole rigonfiamento del cervello in 
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tutti i casi. Eurina dei bambini aveva un forte odore di 
“sciroppo d’acero”, a cominciare dal terzo giorno di vi- 
ta. 

Menkes (1959) riportò dati di altri sei bambini. Tutti 
mostravano sintomi simili a quelli descritti sopra e mo- 
rirono da 15 giorni a 20 mesi dopo la nascita. In un caso 
Menkes riuscì a ottenere campioni di urine durante gli 
ultimi mesi di vita di un bimbo. Trattando le urine col 
2,4-dinitrofenilidrazone, che forma precipitati colora- 
ti in presenza di chetoderivati, trovò tre a-chetoacidi a 
elevate concentrazioni: 


c00” C00 7 
co “i 
CH, ded 

CH; — CH Di 
CH, 


a-Chetoisocaproato 


a-Cheto-B-metil-n-valerato 


(a) Questi a-chetoacidi vengono prodotti per deam- 
minazione degli amminoacidi. Per ciascuno dei tre 
chetoacidi riportati sopra scrivete la formula e il 
nome dell’amminoacido da cui deriva. 

Dancis, Levitz e Westall (1960), basandosi su altre osser- 
vazioni, proposero il difetto biochimico mostrato nella 
Figura 18.28. In un caso essi studiarono un paziente la 
cui urina cominciò a emanare odore di sciroppo d’acero 
quando il bambino raggiunse i 4 mesi di vita. All’età di 
10 mesi (marzo 1956) il bambino fu ricoverato in ospe- 
dale perché febbricitante; inoltre presentava un forte 
ritardo nello sviluppo motorio. All’età di 20 mesi (gen- 
naio 1957) fu di nuovo ricoverato, poiché manifestava 
sintomi neurologici degenerativi simili a quelli degli al- 
tri casi di malattia delle urine a sciroppo d’acero. Dopo 
pochi giorni il paziente morì. I risultati delle analisi del 
sangue e delle urine sono riportati nella tabella a pagi- 
na seguente, insieme ai valori normali di ciascun com- 
posto. 

(b) La tabella include la taurina, un amminoacido nor- 
malmente non presente nelle proteine. La taurina 
si produce spesso in seguito a un danneggiamento 
delle cellule. La sua struttura è la seguente: 


Basandovi sulla sua struttura e sulle informazioni de- 

sumibili dalla lettura di questo capitolo, qual è l’am- 

minoacido precursore della taurina? Commentate la 

risposta. 

(c) A confronto con i valori normali presentati nella 
tabella, quali amminoacidi erano significativamen- 
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Urine (mg/24 h) Plasma (mg/mL) 
Normale Paziente Normale Paziente 

Amminoacido(i) marzo 1956 gennaio 1957 gennaio 1957 
Acido aspartico 1-2 0,2 1,5 0,1-0,2 0,04 
Acido glutammico 1,5-3 0,7 1,6 1,0-1,5 0,9 
Alanina 5-15 0,2 0,4 3,0-4,8 0,6 
Arginina 1,5-3 0,3 0,7 0,8-1,4 0,8 
Asparagina e glutammina 5-15 0,4 (0) 3,0-5,0 2,0 
Cistina 24 0,5 0,3 1,0-1,5 0 
Fenilalanina 2-4 0,4 2,6 1,0-1,7 0,8 
Glicina 20-40 4,6 20,7 1,0-2,0 1,5 
Isoleucina 2-5 2,0 13,5 0,8-1,5 22 
Istidina 8-15 0,3 4,7 1,0-1,7 0,7 
Leucina 3-8 2,0 39,4 1,7-2,4 14,5 
Lisina 2-12 1,6 4,3 1,5-2,7 1,1 
Metionina 2-5 1,4 1,4 0,3-0,6 2,7 
Ornitina 1-2 0 1,3 0,6-0,8 0,5 
Prolina 2-4 0,5 0,3 1,5-3,0 0,9 
Serina 5-15 1,2 0 1,3-2,2 0,9 
Taurina 1-10 0,2 18,7 0,9-1,8 0,4 
Tirosina 4-8 0,3 3,7 1,5-2,3 0,7 
Treonina 5-10 0,6 (0) 1,2-1,6 0,3 
Triptofano 3-8 0,9 2,3 Non determinato 0 
Valina 2-4 1,6 15,4 2,0-3,0 13,1 


te aumentati nel sangue del paziente nel gennaio 
1957? Quali nelle urine? 

Sulla base dei risultati ottenuti e della conoscenza del- 

la via metabolica mostrata nella Figura 18.28, Dancis e 

collaboratori conclusero: “Anche se sembra molto pro- 

babile agli autori che il blocco primario sia a livello del- 
la via di degradazione degli amminoacidi ramificati, 
non lo si può affermare con assoluta certezza”. 

(d) Su che base i dati qui presentati sono in linea con 
la conclusione di Dancis e collaboratori? 

(e) Quali dati non sono in linea con il modello della 
malattia delle urine a sciroppo d’acero? Come è 
possibile spiegare i dati apparentemente contrad- 
dittori? 


(f) Quali altri dati è necessario ottenere per essere più 
sicuri della conclusione? 
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a fosforilazione ossidativa rappresenta il culmine del 

metabolismo energetico negli organismi aerobici. Tut- 

te le tappe enzimatiche della degradazione ossidativa 
dei carboidrati, degli acidi grassi e degli amminoacidi nelle 
cellule aerobiche convergono nella tappa finale della respi- 
razione cellulare, in cui l'energia prodotta dalle ossidazioni 
viene utilizzata per la sintesi di ATP. La fotofosforilazione 
è il mezzo con cui gli organismi fotosintetici catturano l’e- 
nergia della luce solare, la principale fonte di energia del- 
la biosfera, e la trasformano in ATP La fosforilazione ossi- 
dativa e la fotofosforilazione producono generalmente nel 
loro insieme la maggior parte dell'ATP sintetizzato dalla 
maggioranza degli organismi. Negli eucarioti la fosforila- 
zione ossidativa avviene nei mitocondri, mentre la fotofo- 
sforilazione ha luogo nei cloroplasti. Le vie che conducono 
alla sintesi dell'ATP nei mitocondri e nei cloroplasti han- 
no sfidato e affascinato i biochimici per più di mezzo se- 
colo, e l’interesse è enormemente aumentato in parallelo 
con l’approfondimento delle nostre conoscenze dei mec- 
canismi fondamentali che governano l’esistenza degli or- 
ganismi viventi, della loro conservazione nell’evoluzione 
e delle loro basi strutturali. 
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Le nostre conoscenze sulla sintesi di ATP nei mitocon- 
dri e nei cloroplasti sono sostanzialmente basate sull’ipote- 
si, proposta da Peter Mitchell nel 1961, che differenze nella 
concentrazione dei protoni tra le due facce della membra- 
na rappresentano un modo per conservare l’energia estrat- 
ta dalle ossidazioni metaboliche. Questa teoria chemio- 
smotica è stata universalmente accettata come uno dei 
più rilevanti principi della biologia del XX secolo. Attraver- 
so questa ipotesi è possibile spiegare processi come la fo- 
sforilazione ossidativa e la fotofosforilazione, ma anche al- 
tri meccanismi di trasduzione energetica, come il trasporto 
attivo e il movimento dei flagelli dei batteri. 

Le somiglianze tra la fosforilazione ossidativa e la fotofo- 
sforilazione sono a tre livelli (Figura 19.1). (1) In entrambi i 
processi è coinvolto un flusso di elettroni attraverso una ca- 
tena di trasportatori legati alla membrana. (2) L'energia libe- 
ra resa disponibile da questo flusso esoergonico di elettroni 
è accoppiata al trasporto endoergonico di protoni attraverso 
una membrana impermeabile a questi ioni; questo traspor- 
to conserva una parte dell’energia libera di ossidazione del- 
le sostanze nutrienti sotto forma di potenziale elettrochi- 
mico (pagina 416). (3) Il flusso transmembrana di protoni 
in senso inverso, mediato da specifici canali proteici, forni- 
sce poi l'energia libera per la sintesi di ATP, catalizzata da 
un complesso proteico di membrana (V’ATP sintasi) in cui 
il flusso protonico è accoppiato alla fosforilazione dell’ADP 

In questo capitolo prenderemo in considerazione per 
prima cosa il processo della fosforilazione ossidativa mi- 
tocondriale e inizieremo descrivendo i componenti della 
catena di trasporto degli elettroni, la loro disposizione e 
la loro organizzazione in complessi macromolecolari nel- 
la membrana mitocondriale interna. Vedremo poi il per- 
corso del flusso di elettroni attraverso questi complessi e 
i movimenti protonici che lo accompagnano. Analizzere- 
mo anche il complesso enzimatico che, mediante “catali- 
si rotazionale”, utilizza l’energia del flusso protonico per 
formare ATP e i meccanismi che regolano e coordinano la 
fosforilazione ossidativa con le numerose vie cataboliche 
di ossidazione delle sostanze nutrienti. 

Il ruolo metabolico dei mitocondri è fondamentale per 
le funzioni delle cellule e degli organismi e i difetti nelle 
funzioni mitocondriali possono creare situazioni molto serie 
riguardo la salute degli individui. I mitocondri sono fonda- 
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(4) L’ATP sintasi utilizza il potenziale 
elettrochimico per sintetizzare ATP. 


(b) Cloroplasto 
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© LATP sintasi utilizza il potenziale 
elettrochimico per sintetizzare ATP. 


mentali per le funzioni muscolari e neuronali e per la rego- 
lazione del metabolismo energetico dell’intero organismo e 
del peso corporeo. Le patologie neurodegenerative dell’uo- 
mo, così come il cancro, il diabete e l'obesità, sono state ri- 
conosciute come possibili conseguenze della compromissio- 
ne delle funzioni mitocondriali, e una delle teorie sull’in- 
vecchiamento è basata sulla perdita graduale dell’integrità 
mitocondriale. La produzione di ATP non costituisce la so- 
la funzione importante svolta dai mitocondri. Questi orga- 
nelli intracellulari partecipano anche alla termogenesi, alla 
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Figura 19.1 Il meccanismo chemiosmotico per la 

sintesi dell'ATP. (a) Nei mitocondri, gli elettroni si muovono 
spontaneamente lungo una catena di trasportatori legati alla 
membrana (la catena respiratoria), spinti dall'elevato potenziale di 
riduzione dell'ossigeno e dai potenziali di riduzione relativamente 
bassi dei vari substrati ridotti (Combustibili metabolici) ossidati 
all'interno del mitocondrio. (b) Nei cloroplasti, il movimento degli 
elettroni lungo una catena di trasportatori legati alla membrana è 
spinto dall'energia dei fotoni assorbiti dal pigmento verde clorofilla. 
In entrambi gli organelli, il flusso degli elettroni genera un potenziale 
elettrochimico tramite il trasferimento transmembrana di protoni e di 
cariche positive. In entrambi i casi questo potenziale elettrochimico 
favorisce la sintesi di ATP catalizzata da un enzima legato alla 
membrana, l'ATP sintasi; questo enzima è fondamentalmente simile 
nei mitocondri, nei cloroplasti, ma anche nei batteri e negli archea. 


sintesi degli steroidi e all’apoptosi (la morte cellulare pro- 
grammata). La scoperta di questi ruoli così diversi ma co- 
sì importanti dei mitocondri ha stimolato la maggior parte 
delle ricerche attuali sulla biochimica di questi organelli. 

Dopo aver trattato le diverse funzioni mitocondriali, ci 
occuperemo della fotofosforilazione, iniziando dall’assor- 
bimento della luce da parte dei pigmenti fotosintetici, per 
passare al flusso di elettroni che dall’acqua vengono tra- 
sferiti al NADP* e alle basi molecolari dell’accoppiamento 
del flusso protonico ed elettronico. Alla fine esamineremo 
le somiglianze nella struttura e nel meccanismo d’azione 
dell’ATP sintasi dei cloroplasti e dei mitocondri e le basi 
evolutive che hanno portato alla conservazione di questo 
meccanismo. La notevole capacità dei cloroplasti di forma- 
re ATP ossidando un composto come l’acqua, la cui dispo- 
nibilità è illimitata, e producendo contemporaneamente 
una molecola essenziale alla maggior parte della vita ani- 
male (l’ossigeno) pone un insieme di nuove sfide per i bio- 
logi, i biochimici e i chimici. La determinazione dei com- 
plessi sopramolecolari che portano avanti questi processi 
nei cloroplasti ha fornito elementi di inestimabile valore 
per la comprensione del processo della fotosintesi. 


LA FOSFORILAZIONE OSSIDATIVA 
Il flusso degli elettroni nei mitocondri 


La scoperta effettuata nel 1948 da Eugene Kennedy e da 
Albert Lehninger che negli eucarioti i mitocondri sono 
il compartimento cellulare in 
cui avviene la fosforilazione 
ossidativa rappresenta stori- 
camente l’inizio degli studi più 
approfonditi sulla trasduzione 
energetica nei sistemi biologi- 
ci. I mitocondri, come i batte- 
ri gram-negativi, hanno due 
membrane (Figura 19.2a). La 
membrana mitocondriale ester- 
na è facilmente permeabile a 
piccole molecole (M, < 5000) 
e a ioni che si muovono libera- 


Albert L. Lehninger, 
1917-1986 
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(a) 
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a piccole molecole e ioni 


Membrana interna 
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parte delle piccole molecole 
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Contiene: 

* i trasportatori di elettroni 
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\\ * altri trasportatori 
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* gli enzimi 
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fi ossidazione 
degli acidi grassi 
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Canali di porina 


Figura 19.2 Anatomia biochimica di un mitocondrio. (a) La 
membrana esterna ha dei pori che la rendono permeabile alle 
piccole molecole e agli ioni, ma non alle proteine. Le involuzioni 
(creste) aumentano considerevolmente l'area della superficie della 
membrana interna. Lamembrana interna di un singolo mitocondrio 
di fegato può avere anche più di 10 000 gruppi di trasportatori di 
elettroni (catene respiratorie) e di complessi di ATP sintasi, distribuiti 
su tutta la superficie della membrana. (b) | mitocondri del muscolo 
cardiaco, che hanno più creste e quindi un'area di superficie della 


mente attraverso i canali transmembrana formati da una 
famiglia di proteine integrali di membrana chiamate po- 
rine. La membrana mitocondriale interna è invece imper- 
meabile alle molecole di piccole dimensioni e a quasi tutti 
gli ioni, compresi i protoni (H*); le uniche specie chimi- 
che che possono attraversarla sono quelle che hanno uno 
specifico trasportatore inserito nella membrana stessa. In 
questa struttura sono localizzati anche i componenti della 
catena respiratoria e il complesso enzimatico, l’ATP sinta- 
si, che sintetizza ’ATP. 

La matrice mitocondriale, lo spazio delimitato dalla 
membrana interna, contiene il complesso della piruvato 
deidrogenasi e gli enzimi del ciclo dell’acido citrico, delle 
vie della B ossidazione degli acidi grassi e delle vie di ossi- 
dazione degli amminoacidi, cioè di tutte le vie di ossidazio- 
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membrana interna ancora più grande, contengono una quantità tre 
volte maggiore di trasportatori di elettroni rispetto (c) ai mitocondri 
di fegato. | mitocondri di muscolo e di fegato hanno all'incirca le 
dimensioni di un batterio, da 1 a 2 ym di lunghezza. | mitocondri 
delle piante, degli invertebrati e degli eucarioti microbici sono 

simili a quello mostrato nella figura, anche se possono presentare 
differenze relative a dimensione, forma e grado di ripiegamento della 
membrana interna. 


ne delle sostanze nutrienti, eccetto la glicolisi che avviene 
nel citosol. Dato che la membrana mitocondriale interna è 
selettivamente permeabile, questa struttura determina una 
separazione netta degli intermedi e degli enzimi dei proces- 
si metabolici che avvengono nel citosol da quelli che han- 
no luogo nella matrice mitocondriale. Trasportatori speci- 
fici consentono il passaggio del piruvato, degli acidi grassi 
e degli amminoacidi o dei loro derivati a-chetoacidici nel- 
la matrice mitocondriale, dove vengono degradati dal ci- 
clo dell’acido citrico. PADP e il P; sono anch'essi trasportati 
all’interno dei mitocondri da specifici trasportatori e con- 
temporaneamente l’ATP neosintetizzato può uscire nel ci- 
tosol. In base a recenti indagini, i mitocondri dei mammi- 
feri possono contenere circa 1100 proteine, di cui almeno 
300 hanno funzioni ancora sconosciute. 
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La rappresentazione a forma di fagiolo di un mitocon- 
drio mostrata nella Figura 19.2 è una semplificazione, de- 
rivata in parte dai primi studi al microscopio elettronico 
di sezioni sottili di cellule. Le immagini tridimensionali ot- 
tenute sia dalla ricostruzione di sezioni in successione sia 
dalla microscopia confocale hanno rivelato che i mitocon- 
dri hanno una grande varietà di dimensioni e di forme. La 
colorazione delle cellule viventi con coloranti fluorescenti 
specifici per i mitocondri ha evidenziato la presenza di no- 
tevoli quantità di mitocondri di forme diverse raggruppati 
in prossimità del nucleo (vedi la Figura 19.42). 

I tessuti in cui vi è un elevato metabolismo aerobico 
(per esempio: il cervello, il muscolo scheletrico e cardia- 
co e l'occhio) contengono in genere molte centinaia o mi- 
gliaia di mitocondri per cellula; inoltre i mitocondri delle 
cellule con un'elevata attività metabolica hanno un nume- 
ro maggiore di creste più densamente compattate (Figu- 
ra 19.1b). Nei tessuti in cui il metabolismo è meno attivo 
(per esempio, la pelle) i mitocondri sono meno numero- 
si e possiedono meno creste. Durante la crescita e la divi- 
sione cellulare, i mitocondri si dividono per scissione (co- 
me i batteri) e, in alcune circostanze, i singoli mitocondri 
si fondono tra loro per formare delle strutture più grandi 
e maggiormente estese. 


e  Glielettronisono incanalati verso accettori universali 
La fosforilazione ossidativa ha inizio con l'ingresso degli 
elettroni nella catena dei trasportatori degli elettroni, chia- 
mata catena respiratoria. La maggior parte di questi elet- 
troni deriva dall’azione delle deidrogenasi che li hanno 
raccolti nei processi catabolici e poi incanalati verso gli ac- 
cettori universali di elettroni: i nucleotidi nicotinammidi- 
ci (NAD* o NADP*) o flavinici (FMN o FAD) (vedi le Fi- 
gure 13.24 e 13.27). 

Tutte le deidrogenasi dipendenti da nucleotidi ni- 
cotinammidici catalizzano reazioni reversibili del tipo: 


Substrato ridotto + NAD' —> 
substrato ossidato + NADH + H* 


Substrato ridotto + NADP* —> 
substrato ossidato + NADPH + H* 
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La maggior parte delle deidrogenasi che agiscono nel 
catabolismo è costituita da deidrogenasi specifiche per il 
NAD* come accettore di elettroni (Tabella 19.1). Alcune 
deidrogenasi sono localizzate nel citosol, altre nei mitocon- 
dri e altre ancora hanno diverse forme isozimatiche pre- 
senti in diversi compartimenti cellulari, per esempio una 
forma nel citosol e l’altra nei mitocondri. 

Le deidrogenasi NAD-dipendenti rimuovono due ato- 
mi di idrogeno dai loro substrati. Uno di questi viene tra- 
sferito sotto forma di ione idruro (:H) al NAD*, mentre 
l’altro atomo di idrogeno viene rilasciato nell'ambiente cir- 
costante sotto forma di ione H* (vedi la Figura 13.24). Il 
NADH e il NADPH sono trasportatori di elettroni solubi- 
li in acqua e si associano reversibilmente alle deidrogenasi. 
Il NADH trasporta gli elettroni dalle reazioni cataboliche 
al complesso della NADH deidrogenasi, che costituisce, 
come vedremo in seguito, il primo punto di ingresso de- 
gli elettroni nella catena respiratoria. Il NADPH general- 
mente rifornisce di elettroni le reazioni anaboliche. Nelle 
cellule, le molecole di NADPH e di NADH con differenti 
potenziali redox sono tenute separate. Ciò è reso possibile 
mantenendo il rapporto [forma ridotta]/[forma ossidata] 
relativamente alto per il NADPH e relativamente basso per 
il NADH. Né il NADH, né il NADPH possono attraversare 
la membrana mitocondriale interna mediante trasporta- 
tori, come vedremo in seguito, mentre gli elettroni posso- 
no entrare nei mitocondri. 

Le flavoproteine contengono un cofattore flavinico, 
l’FMN oppure il FAD, legato saldamente e in qualche ca- 
so anche covalentemente (vedi la Figura 13.27). Il coenzi- 
ma flavinico ossidato può accettare sia un elettrone (gene- 
rando una forma semichinonica) sia due elettroni (gene- 
rando FADH; o FMNH)). Il trasferimento degli elettroni 
può avvenire in quanto la flavoproteina ha un potenziale 
di riduzione più elevato rispetto al composto ossidato. Bi- 
sogna ricordare che il potenziale di riduzione è una misu- 
ra quantitativa della tendenza relativa di una data specie 
chimica ad accettare elettroni in una reazione di ossidori- 
duzione (pagina 545). Il potenziale di riduzione standard 
di un coenzima flavinico, a differenza di quello di NAD o 
NADPB dipende dalla proteina a cui è associato. Le intera- 
zioni locali con i gruppi funzionali della proteina altera- 


BM Tabella 19.1 Alcune reazioni importanti catalizzate da deidrogenasi NAD(P)H-dipendenti 


Reazione* 


Localizzazione * * 


NAD-dipendente 


a-Chetoglutarato + CoA + NAD* == succinil-CoA + CO, + NADH + H* 


L-Malato + NAD* = ossalacetato + NADH + H* 
Piruvato + CoA + NAD* = acetil-CoA + CO; + NADH + H* 


Gliceraldeide 3-fosfato + P; + NAD* = 1,3-bisfosfoglicerato + NADH + H* 


Lattato + NAD* —=> piruvato + NADH + H* 

B-Idrossiacil-CoA + NAD* = p-chetoacil-CoA + NADH + H 
NADP-dipendente 

Glucosio 6-fosfato + NADP* — 6-fosfogluconato + NADPH + H* 
L-Malato + NADP* —= piruvato + CO, + NADPH + H* 

NAD- o NADP-dipendente 


r-Glutammato + H,0 + NAD(P)* — a-chetoglutarato + NH%, + NAD(P)H M 


Isocitrato + NAD(P)® — a-chetoglutarato + CO, + NAD(P)H + H* 


* Tutte queste reazioni sono discusse nei Capitoli 14-18. 
#* M sta per “mitocondriale”, C per “citosolica”. 


MeC 
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no gli orbitali elettronici dell'anello flavinico, modifican- 
do la stabilità della forma ossidata o della forma ridotta. Il 
potenziale standard di riduzione da prendere in conside- 
razione è quindi quello della flavoproteina e non quello 
del FAD o dell’FMN quando sono nello stato libero. Questi 
coenzimi possono essere considerati parte integrante del 
sito attivo dell'enzima e non reagenti o prodotti che parte- 
cipano al trasferimento di elettroni. Dato che le flavopro- 
teine sono coinvolte in processi in cui viene trasferito un 
elettrone, ma anche in quelli in cui vengono trasferiti due 
elettroni per volta, esse possono servire come intermedi 
tra le reazioni a due elettroni (per esempio, le deidrogena- 
zioni NAD-dipendenti) e quelle in cui viene accettato un 
solo elettrone per volta (come la riduzione di un chinone 
a semichinone, descritta di seguito). 


e  Glielettroni passano attraverso una serie di trasportatori 
legati alla membrana 

La catena respiratoria mitocondriale è formata da una se- 
rie di trasportatori di elettroni, la maggior parte dei quali 
è costituita da proteine integrali di membrana, contenenti 
gruppi prostetici in grado di donare o accettare uno o due 
elettroni. Nella fosforilazione ossidativa vi sono tre tipi di 
trasferimento degli elettroni: (1) trasferimento diretto de- 
gli elettroni, come nella riduzione di Fe** a Fe°*; (2) trasfe- 
rimento di un atomo di idrogeno (H* + e”); (3) trasferi- 
mento di uno ione idruro (:H ), che porta con sé due elet- 
troni. Qualunque sia la forma di trasferimento, il termine 
equivalente riducente è sempre utilizzato per indicare 
che un singolo elettrone viene trasferito in una reazione di 
ossidoriduzione. 

Oltre al NAD e alle flavoproteine, nella catena respi- 
ratoria agiscono altri tre gruppi di trasportatori di elettro- 
ni: un chinone idrofobico (ubichinone) e due tipi diversi di 
proteine contenenti ferro (i citocromi e le proteine ferro- 
zolfo). Pubichinone (detto anche coenzima Q o sempli- 
cemente Q) è un benzochinone liposolubile con una cate- 
na laterale isoprenoide molto lunga (Figura 19.3). Vi sono 
composti molto simili all’ubichinone, come il plastochino- 
ne (nei cloroplasti delle piante) e il menachinone (nei bat- 
teri), che hanno funzioni analoghe; tutti questi chinoni tra- 
sportano elettroni all’interno di una catena di trasferimento 
degli elettroni associata alla membrana. Lubichinone può 
accettare un solo elettrone, trasformandosi in un radicale 
semichinonico (°“QH), oppure può accettare due elettroni, 
acquisendo la forma completamente ridotta di ubichinolo 
(QH») (Figura 19.3). Come le flavoproteine, l’ubichinone 
può mettere in relazione processi a due elettroni con altri 
a un solo elettrone. Poiché l’ubichinone ha piccole dimen- 
sioni ed è idrofobico, può liberamente diffondere nel dop- 
pio strato lipidico della membrana mitocondriale interna e 
può agire da ponte tra trasportatori di elettroni meno mo- 
bili presenti nella membrana stessa. Inoltre, poiché questa 
molecola trasporta sia elettroni sia protoni, riveste un ruolo 
importante nel processo di accoppiamento tra flusso elet- 
tronico e movimento protonico. 

I citocromi sono proteine con un'elevata capacità di 
assorbire la luce visibile, dovuta alla presenza nella loro 
molecola di un gruppo prostetico eme contenente ferro 
(Figura 19.4a). Nei mitocondri ci sono tre classi di citocro- 
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CH30_ (CH, _CHA=C—-CHa)0 —H 
| | Ubichinone (Q) 
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CH3z30 CHg 
(6) 
-H' +e 
CH3z30 .R 
| Ùà Radicale semichinonico 
(QH) 
CH30 - CHg 
OH 
-H' +e 
H 
CH30 R 
Ubichinolo (QH,) 
(completamente ridotto) 
CH30 CHz 
OH 


Figura 19.3 L'ubichinone (Q o coenzima Q). La riduzione 
completa dell’ubichinone richiede due elettroni e due protoni, e 
può avvenire in due tappe mediante la formazione di un radicale 
intermedio semichinonico. 


mi, distinguibili in base agli spettri di assorbimento della 
luce e indicate con le lettere a, b e c. Ogni tipo di citocromo 
nel suo stato ridotto (Fe°*) ha tre bande di assorbimento 
della luce nell’ambito del visibile (Figura 19.4b). La banda 
con la lunghezza d’onda più lunga è circa a 600 nm nei ci- 
tocromi di tipo a, circa a 560 nm nei citocromi di tipo b e 
circa a 550 nm in quelli di tipo c. Per distinguere citocromi 
molto simili appartenenti alla stessa classe, viene spesso 
aggiunto a pedice nel loro nome il valore della lunghezza 
d’onda a cui presentano il massimo di assorbimento della 
luce, come nel caso del citocromo b5g3. 

Il gruppo eme dei citocromi di tipo a e b è saldamente 
legato alle proteine loro associate, ma senza legami cova- 
lenti. Il gruppo eme dei citocromi di tipo c è invece lega- 
to covalentemente attraverso residui di Cys (Figura 19.4). 
Come per le flavoproteine, il potenziale di riduzione stan- 
dard dell'atomo di ferro all’interno del gruppo eme dipen- 
de dalle sue interazioni con le catene laterali dei residui 
della proteina e quindi risulta diverso in ogni tipo di ci- 
tocromo. I citocromi di tipo a e b, e alcuni di tipo c, sono 
proteine integrali della membrana mitocondriale inter- 
na. Un'importante eccezione è il citocromo c dei mitocon- 
dri, una proteina solubile che si lega mediante interazio- 
ni elettrostatiche alla superficie esterna della membrana 
mitocondriale interna. 

Nelle proteine ferro-zolfo, il ferro non è presente 
all’interno del gruppo eme, ma è associato ad atomi di 
zolfo inorganico o ad atomi di zolfo di residui di Cys del- 
la proteina. Questi centri ferro-zolfo (Fe-S) possono ave- 
re strutture molto semplici, con un singolo atomo di ferro 
coordinato con quattro atomi di zolfo di catene laterali di 
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(a) ia 
CHs CH=CHp CHs CHCHsg 
ie 
CHo=CH CHg CH3C CHg 
CHg CH» CH, COO CHsg CH» CH, COO 
CHg CH, CH, C00 CHg CH, CH, C00° 
Ferro protoporfirina IX Eme c 
(nei citocromi di tipo b) (nei citocromi di tipo c) 
CHs CH=CHg 
e 
H CHo—_ CH CH 
4 / / . ° 
CHg CHg CH3 
CHsg CHo CHs COO 
(b) 100 
CHO CHs CHa COO 
Emea — Cite 
ridotto 


(nei citocromi di tipo a) 


Figura 19.4 | gruppi prostetici dei citocromi. (a) Ogni eme possiede quattro anelli a 
cinque membri contenenti azoto che costituiscono una struttura ciclica detta porfirina. 

I quattro atomi di azoto sono coordinati con uno ione centrale di Fe, che può assumere 
gli stati di ossidazione Fe?* o Fe**. La ferro protoporfirina IX si trova nei citocromi 

di tipo b, nella mioglobina e nell'emoglobina (vedi la Figura 4.17). L'eme c è legato 
covalentemente alla proteina del citocromo c mediante ponti tioeteri con due residui di 
Cys. L'eme a, presente nei citocromi di tipo a, ha una lunga coda isoprenoide legata a uno 
degli anelli a cinque membri. | legami doppi coniugati (ombreggiati in rosa) dell'anello 
della porfirina hanno elettroni m delocalizzati che sono facilmente eccitabili dai fotoni 
con lunghezze d'onda nell'ambito del visibile. Essi sono responsabili dell'assorbimento 
della luce nella regione dello spettro del visibile da parte di queste strutture (e dei 
composti a esse correlati). (b) Spettri di assorbimento del citocromo c (cyt c) nella forma 0 


Cite > 
ossidato 


50 


Assorbimento relativo della luce (%) 


ossidata (in blu) e nella forma ridotta (in rosso). Sono indicate le bande di assorbimento 300 400 500 600 


a, Be y, caratteristiche della forma ridotta. 


residui di Cys, oppure possono essere molto complessi e 
contenere da due a quattro atomi di ferro (Figura 19.5). 
Le proteine ferro-zolfo di Rieske (chiamate così dal 
nome del loro scopritore, John S. Rieske) rappresentano una 
variante; in esse infatti l'atomo di ferro è coordinato con due 
residui di His e non di Cys. Comunque, tutte queste protei- 
ne partecipano a reazioni redox in cui viene trasferito un 
elettrone alla volta, utilizzando modificazioni dello stato di 
ossidazione dei loro atomi di ferro. Almeno otto proteine 
Fe-S sono coinvolte nel trasferimento mitocondriale degli 
elettroni. Le proteine ferro-zolfo hanno potenziali di ridu- 
zione standard che variano da —0,65 V a +0,45 V, in base 
alle interazioni del ferro con la proteina in cui è inserito. 
Nella reazione complessiva catalizzata dalla catena re- 
spiratoria dei mitocondri, gli elettroni passano dal NADH, 
dal succinato o da qualche altro donatore primario di elet- 
troni attraverso flavoproteine, ubichinone, proteine ferro- 
zolfo e citocromi, per arrivare alla fine all’ossigeno. Può es- 


Lunghezza d’onda (nm) 


sere istruttivo dare uno sguardo ai metodi usati per deter- 
minare la sequenza dei trasportatori all’interno della ca- 
tena respiratoria; gli stessi metodi generali sono stati poi 
usati per studiare altre catene di trasporto degli elettroni, 
come per esempio quelle dei cloroplasti. 

Per prima cosa, sono stati determinati sperimentalmen- 
te i potenziali di riduzione standard dei singoli trasportato- 
ri (Tabella 19.2). Ci si dovrebbe aspettare che i trasportatori 
siano disposti in ordine di potenziale di riduzione crescen- 
te, dato che gli elettroni tendono a fluire spontaneamente 
da trasportatori con E'° più basso verso quelli con E'° più 
alto. Eordine dei trasportatori dedotto con questo sistema è 
NADH-Qt_ citocromo b+ citocromo c] + citocromo c 
— citocromo a + citocromo az > O.. Si noti che l'ordine 
dei potenziali di riduzione standard non riflette necessa- 
riamente l’ordine reale che si riscontra nella cellula e che 
dipende dalle concentrazioni delle forme ossidate e ridot- 
te (vedi l’Equazione 13.5, pagina 545). Un secondo metodo 
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(a) (b) (c) 


Proteina 


Figura 19.5 | centri ferro-zolfo. | centri Fe-S delle proteine ferro- 
zolfo possono avere strutture semplici come quella in (a), con un solo 
ione ferro circondato dagli atomi di S appartenenti a quattro residui 

di cisteina. Altri centri hanno, oltre allo zolfo cisteinico, anche atomi di 
zolfo inorganico, come in (b) 2Fe-2S o in (c) 4Fe-45. (d) La ferredossina 
del cianobatterio Anabaena 7120 ha un centro 2Fe-2S (PDP ID 1FRD); 
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il ferro è in rosso, lo zolfo inorganico in giallo e lo zolfo della cisteina 
in arancione. Si noti che in queste sigle viene considerato solo lo zolfo 
inorganico. Per esempio, nel centro 2Fe-2S in (b), ogni ione Fe è in 
realtà in contatto con quattro atomi di S. Il potenziale di riduzione 
standard del ferro nei centri ferro-zolfo dipende dal tipo di centro e 
dalle sue specifiche interazioni con la proteina con cui è associato. 


BM Tabella 19.2 Potenziali di riduzione standard della catena respiratoria e dei suoi trasportatori di elettroni 


Reazione redox (semireazione) 
2H°+2e >H, 

NAD* + H* + 2e > NADH 
NADP* + H* + 2e° > NADPH 


NADH deidrogenasi (FMN) + 2 H* + 2e- —> NADH deidrogenasi (FMNH,) 


Ubichinone + 2 H* + 2e” + ubichinolo 


Citocromo b (Fe?*) + e + citocromo b (Fe?*) 


Citocromo c, (Fe'*) + e + citocromo c, (Fe?*) 
Citocromo c (Fe**) + e7 > citocromo c (Fe°*) 
Citocromo a (Fe?*) + e7 + citocromo a (Fe*) 


Citocromo a (Fe? *) + e + citocromo a; (Fet*) 


10, +2H* + 2e —> H;0 


per determinare la sequenza dei trasportatori di elettroni 
consiste nella riduzione dell’intera catena di trasportatori, 
fornendo una fonte di elettroni ma non un accettore (as- 
senza di ossigeno). Quando viene introdotto l'ossigeno nel 
sistema, la velocità con cui ogni trasportatore verrà riossi- 
dato (valutata spettroscopicamente) evidenzierà l’ordine 
con cui entrano in azione i vari trasportatori nella catena 
respiratoria. Il trasportatore più vicino all’ossigeno (alla fi- 
ne della catena respiratoria) donerà i suoi elettroni per pri- 
mo, mentre il secondo a essere ossidato sarà il penultimo e 


rotenone 


05) 


NADH 


antimicina A 


NADH ——Q-—> Ob > Gia —> Gite —> Gilata) — 0, 


INVNDIEI = 2100) Gil) 2 Gui = Gio == Gila) sa 


md O in — Gia i =: een) 


E'° (V) 
-0,414 
-0,320 
-0,324 
-0,30 

0,045 
0,077 
0,22 
0,254 
0,29 
0,35 
0,8166 


così via. Questi esperimenti hanno confermato la sequenza 
dedotta dai potenziali di riduzione standard. 

Per una conferma definitiva sono stati usati agenti in 
grado di inibire il flusso di elettroni attraverso la catena 
respiratoria, in combinazione con misure del grado di os- 
sidazione di ogni trasportatore. In presenza di ossigeno e 
di un donatore di elettroni, i trasportatori che si trovano 
prima della tappa inibita diventano completamente ridot- 
ti, mentre quelli che si trovano a valle della tappa inibita 
diventano completamente ossidati (Figura 19.6). Usando 


Figura 19.6 Metodo per la 
determinazione della sequenza dei 
trasportatori di elettroni. Questo 
metodo misura gli effetti di inibitori del 
trasferimento degli elettroni sullo stato 
di ossidazione di ogni trasportatore. In 
presenza di un donatore di elettroni e di 
ossigeno, ogni inibitore modifica in modo 
caratteristico lo stato di ossidoriduzione 
dei trasportatori di elettroni: quelli prima 
del blocco diventano ridotti (in celeste) 
e quelli dopo il blocco vengono ossidati 
(in rosa). 


> 0, 


[cn-o co] 


NADH Q 
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M Tabella 19.3 Componenti proteici della catena di trasporto degli elettroni nei mitocondri 


Complesso enzimatico/proteina 


I NADH deidrogenasi 850 
II Succinato deidrogenasi 140 
III Ubichinone: citocromo c ossidoreduttasi 250 

Citocromo c°° 13 
IV. Citocromo ossidasi 160 


* Fra parentesi sono indicati i numeri di subunità degli equivalenti batterici. 


Massa (kDa) 


Numero di subunità" Gruppo(i) prostetico(i) 


43 (14) FMN, Fe-S 

4 FAD, Fe-S 
11 Eme, Fe-S 

sì Eme 
13 (3-4) Eme; Cua, Cug 


" Si noti che il citocromo c non fa parte di nessun complesso enzimatico e può quindi spostarsi tra il Complesso III e il Complesso IV come una proteina solubile. 


una serie di inibitori con specificità diversa, è stato possi- 
bile determinare l’intera sequenza dei trasportatori. Con 
questo sistema si sono ottenuti risultati analoghi a quelli 
degli altri due metodi. 


e trasportatori di elettroni funzionano sotto forma 

di complessi multienzimatici 
I trasportatori di elettroni della catena respiratoria sono 
organizzati in complessi sopramolecolari intramembrana 
che possono essere tra loro separati e isolati. Un blando 
trattamento della membrana mitocondriale interna con 
detergenti consente la separazione di quattro complessi. 


Trattamento 
con digionina 


Frammenti 
della 
membrana \ 
interna o 


Frammenti 
della membrana 
esterna scartati ATP 


sintasi 


Solubilizzazione con detergente 
seguita da cromatografia a scambio ionico 


ATP 
sintasi 


TI ai =», i | 


x an N N T"% 
Suc- Q Q Cytco Cyte O, ATP ADP 
cinato + 


Reazioni catalizzate în vitro dalle frazioni isolate 


Ciascuno di essi è in grado di trasportare elettroni e può 
essere considerato come una parte della catena respirato- 
ria (Tabella 19.3; Figura 19.7). I Complessi I e II catalizza- 
no il trasferimento degli elettroni da due diversi donato- 
ri, il NADH (Complesso I) e il succinato (Complesso II), 
all’accettore ubichinone. Il Complesso III trasferisce gli 
elettroni dall’ubichinone ridotto al citocromo c. Infine il 
Complesso IV trasferisce gli elettroni dal citocromo c ri- 
dotto all’O;, completando così il processo di trasferimen- 
to degli elettroni. 

Analizzeremo ora in dettaglio la struttura e la funzione 
di ogni complesso della catena respiratoria mitocondriale. 


Il Complesso I: dal NADH all’ubichinone La Figura 
19.8 mostra le relazioni tra i Complessi I e II e tra gli enzi- 
mi della f ossidazione degli acidi grassi e l’ubichinone. Il 
Complesso I, detto anche NADH:ubichinone ossidore- 
duttasi o NADH deidrogenasi, è un enzima di grandi di- 
mensioni contenente più di 42 catene peptidiche diverse, 
fra cui una flavoproteina contenente FMN e almeno sei 
centri ferro-zolfo. Il microscopio elettronico ad alta riso- 
luzione ha mostrato che il Complesso I ha una forma a L, 
con un braccio immerso nella membrana mitocondriale 
interna e l’altro orientato verso la matrice. Come mostra- 
to nella Figura 19.9, il Complesso I catalizza due processi 
accoppiati e simultanei: (1) il trasferimento esoergonico 
all’ubichinone di uno ione idruro dal NADH e di un pro- 
tone dal solvente acquoso della matrice: 


NADH +H* + Q-— NAD* +QH; (19.1) 


e (2) il trasferimento endoergonico di quattro protoni 
dalla matrice allo spazio intermembrana. Il Complesso I 


Figura 19.7 Separazione dei complessi funzionali della catena 
respiratoria. Viene prima rimossa lamembrana mitocondriale 
esterna mediante trattamento con il detergente digitonina. Per 
rottura osmotica dei mitocondri si ottengono frammenti della 
membrana interna, che vengono disciolti in condizioni blande in 

un secondo detergente. La miscela di proteine della membrana 
mitocondriale interna presente nella soluzione viene poi sottoposta 
a una cromatografia a scambio ionico, che separa i vari complessi 
(dal Complesso | al IV) della catena respiratoria, ognuno con la sua 
tipica composizione proteica (vedi la Tabella 19.3); in questo modo si 
isola anche l'ATP sintasi (talvolta chiamata Complesso V). 1 Complessi 
isolati dall'l al IV catalizzano anche in vitro trasferimenti di elettroni 
da donatori (NADH o succinato) all'ossigeno, mediante alcuni 
trasportatori intermedi (Q e citocromo c). L’ATP sintasi possiede 

in vitro solo un'attività ATP-asica, come mostrato, mentre l'attività 
ATP-sintetasica è assente. 
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Figura 19.8 La via seguita dagli elettroni per passare da NADH, 
succinato, acil-CoA e glicerolo 3-fosfato all’ubichinone (Q). 
L'ubichinone (Q) è il punto di ingresso degli elettroni provenienti 
dalle reazioni citosoliche, dalla } ossidazione degli acidi grassi e 
dall'ossidazione del succinato (nel ciclo dell'acido citrico). Gli elettroni 
passano dal NADH a una flavoproteina contenente il cofattore FMN, 
poi a una serie di centri Fe-S (nel Complesso 1) e infine al Q. Dal 
succinato gli elettroni, attraverso una flavoproteina contenente il 
cofattore FAD e diversi centri ferro-zolfo (nel Complesso Il), arrivano 
al Q. Il glicerolo 3-fosfato dona i suoi elettroni a una flavoproteina 
(glicerolo 3-fosfato deidrogenasi) sulla superficie esterna della 
membrana mitocondriale interna, che poi li trasferisce al Q. L'acil-COA 
deidrogenasi, il primo enzima della f ossidazione, dona elettroni alla 
flavoproteina che trasferisce gli elettroni (ETF) e che poi li cede al Q 
attraverso l'ETF:ubichinone ossidoreduttasi. 


è quindi una pompa protonica guidata dall'energia che 
deriva dal trasferimento degli elettroni; la reazione ca- 
talizzata è vettoriale: infatti essa muove i protoni in una 
specifica direzione da una zona (la matrice mitocondriale 
che in seguito all’allontanamento dei protoni si carica ne- 
gativamente) a un’altra (lo spazio intermembrana che si 
carica positivamente). Per sottolineare la natura vettoria- 
le del processo spesso l’intera reazione porta scritta a pedi- 
ce la localizzazione dei protoni: p indica il lato positivo del- 
la membrana interna (lo spazio intermembrana), n quello 
negativo (la matrice): 


NADH +5Hy +Q— NAD* +Q0H,+4H} (19.2) 


I composti amital (un barbiturico) e rotenone (un pro- 
dotto vegetale comunemente utilizzato come insetticida) 
e l'antibiotico piericidina A inibiscono il flusso elettroni- 
co dai centri Fe-S del Complesso I all’ubichinone (Tabel- 
la 19.4) e perciò bloccano l’intero processo della fosforila- 
zione ossidativa. 


Il Complesso II: dal succinato all’ubichinone Abbia- 
mo già incontrato il Complesso II nel Capitolo 16, ma con 
il nome di succinato deidrogenasi, l’unico enzima del ci- 
clo dell’acido citrico legato alla membrana mitocondria- 
le interna (pagina 663). Anche se questo complesso è più 
piccolo e più semplice del Complesso I, esso contiene cin- 
que gruppi prostetici di due tipi diversi e quattro subunità 
proteiche (Figura 19.10). Le subunità C e D sono proteine 
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Figura 19.9 La NADH: ubichinone ossidoreduttasi (Complesso |). 
(PDB ID 3M9S) Il Complesso | (la struttura cristallina mostrata 

nella figura è stata ottenuta dal Complesso | del batterio Thermus 
thermophilus) catalizza il trasferimento di uno ione idruro dal NADH 
all'FMN; i due elettroni, attraverso una serie di centri Fe-S, passano poi 
alla proteina ferro-zolfo N-2, sul braccio del complesso rivolto verso la 
matrice. Il trasferimento elettronico dall’N-2 all'ubichinone sul braccio 
che si estende nella membrana produce QH,, che diffonde nel doppio 
strato lipidico. Questo trasferimento degli elettroni è responsabile 
anche dell'espulsione dalla matrice di quattro protoni per ogni 

coppia di elettroni trasferita dal complesso. | dettagli del meccanismo 
responsabile dell'accoppiamento del trasferimento degli elettroni 

e dei protoni non sono noti, ma è probabile che sia coinvolto un 

ciclo dell'ubichinone, simile a quello del Complesso III, in cui il QH, 
interviene due volte nel trasferimento di una coppia di elettroni 

(vedi la Figura 19.12). Il flusso dei protoni genera un potenziale 
elettrochimico tra le due facce della membrana mitocondriale interna 
(n è il lato negativo, p è quello positivo). 


di membrana integrali, ciascuna con tre eliche transmem- 
brana. Esse contengono un gruppo eme b e un sito di lega- 
me per l’ubichinone, l’accettore finale degli elettroni nel- 
la reazione catalizzata dal Complesso II. Le subunità A e 
B si estendono all’interno della matrice; esse contengono 
tre centri 2Fe-2S, un FAD legato covalentemente, e un sito 
di legame per il substrato, il succinato. Il percorso seguito 
dagli elettroni, dal sito di legame per il succinato al FAD, 
quindi al sito di legame di Q attraverso i centri Fe-S, ha una 
lunghezza superiore a 40 À, ma nessuna delle singole tap- 
pe intermedie supera gli 11 À, una distanza ragionevole 
per un rapido trasferimento degli elettroni (Figura 19.10). 

Il gruppo eme b del Complesso II sembra non es- 

sere sul percorso diretto seguito dagli elettroni; 

esso può invece servire a ridurre la frequenza con 
la quale gli elettroni “escono” dal sistema, muovendosi dal 
succinato all’ossigeno molecolare per produrre le specie 
reattive dell’ossigeno (ROS), il perossido di idrogeno 
(H:0.) e il radicale superossido (°O; ), descritti successi- 
vamente. Soggetti con mutazioni puntiformi nelle subuni- 
tà del Complesso II prossime all’eme b o al sito di legame 
del chinone soffrono di paraganglioma ereditario. Questa 
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M Tabella 19.4 Alcuni composti che interferiscono con la fosforilazione ossidativa o con la fotofosforilazione 


Tipo di interferenza Composto* 


Inibizione del trasferimento degli Cianuro 


elettroni Monossido di carbonio 


Antimicina A 
Mixotiazolo 
Rotenone 
Amital 


Piericidina A 


Bersaglio/meccanismo d’azione 


} Inibiscono la citocromo ossidasi 


Blocca il trasferimento degli elettroni dal citocromo b al citocromo cj 


Impediscono il trasferimento degli elettroni dal centro Fe-S 
all’ubichinone 


DCMU 
Inibizione dell’ATP sintasi Aurovertina 
Oligomicina 
Venturicidina 
DCCD 
FCCP 
DNP 


Valinomicina 


Disaccoppiamento della fosforilazione dal 
trasporto degli elettroni 


Termogenina 


Inibizione dello scambio ATP-ADP Atrattiloside 


Compete con Qx per i siti di legame al fotosistema II 


Inibisce F, 

Inibiscono F, e CF, 

Blocca il flusso protonico attraverso F, e CF, 
Trasportatori idrofobici di protoni 


Tonoforo per il K* 


Forma pori peri protoni nella membrana interna dei mitocondri 
del grasso bruno 


Inibisce la traslocasi dei nucleotidi adeninici 


* DCMU sta per 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea; DCCD, dicicloesilcarbodiimmide; FCCP, cianuro-p-trifluorometossifenilidrazone; DNP, 2,4-dinitrofenolo. 


condizione ereditaria è caratterizzata dall’insorgenza di tu- 
mori benigni alla testa e al collo, comunemente nel corpo 
carotideo, un organo che controlla il livello di O, nel san- 
gue. Queste mutazioni comportano una grande produzio- 
ne di ROS e quindi un notevole danno ai tessuti durante 
l'ossidazione del succinato. © 

Altri substrati di deidrogenasi mitocondriali passano i 
loro elettroni alla catena respiratoria a livello dell’ubichi- 
none, ma non attraverso il Complesso II. La prima tappa 
della p ossidazione degli acidi grassi è catalizzata dalla fla- 
voproteina acil-CoA deidrogenasi (vedi la Figura 17.8), 
in cui si ha il trasferimento di due elettroni dal substrato 


Spazio intermembrana 
(lato P) 


Fosfatidiletanolammina 


DANAIAVA)) 
La me: (((1}A\\\ 
)00000094 


Centri Fe-S 


Sito di legame 
del succinato 


al FAD della deidrogenasi, poi alla flavoproteina che tra- 
sferisce elettroni (ETF) e infine alla ETF:ubichinone os- 
sidoreduttasi (Figura 19.8). Questo enzima cede gli elet- 
troni alla catena respiratoria riducendo l’ubichinone. Il 
glicerolo 3-fosfato, formato sia dal glicerolo rilasciato nel- 
la degradazione degli acidi grassi sia dalla riduzione del 
diidrossiacetone fosfato nella glicolisi, viene ossidato dal- 
la glicerolo 3-fosfato deidrogenasi (vedi la Figura 17.4). 
Questo enzima è una flavoproteina localizzata sulla faccia 
esterna della membrana mitocondriale interna e, come la 
succinato deidrogenasi e l’acil-CoA deidrogenasi, incana- 
la i suoi elettroni nella catena respiratoria riducendo l’ubi- 
chinone (Figura 19.8). Vedremo nella Sezione 19.2 (Figura 
19.32) l'importante funzione della glicerolo 3-fosfato dei- 
drogenasi nella traslocazione degli equivalenti riducenti 
dal NADH citosolico alla matrice mitocondriale. Ciascuno 
di questi enzimi che trasportano elettroni contribuisce alla 
formazione di una grande quantità di ubichinone ridotto. 
I1 QH; risultante da tutte queste reazioni viene riossidato 
dal Complesso III. 


Figura 19.10 Struttura del Complesso Il (succinato 
deidrogenasi). (PDB ID 1Z0Y) Questo complesso (la figura mostra 
l'enzima del cuore di maiale) ha due subunità transmembrana, C e Dj 
la porzione dell'enzima che si estende nel citoplasma è costituita 
dalle due subunità A e B. Nella subunità A, subito dietro il FAD, si trova 
il sito di legame del succinato. La subunità B possiede tre centri Fe-S; 
l'ubichinone si lega alla subunità B, e l'eme b si trova tra la subunità 

Ce la D. Due molecole di fosfatidiletanolammina sono saldamente 
legate alla subunità D e sono facilmente identificabili nella struttura 
cristallina del complesso. Gli elettroni (frecce blu) si muovono dal 
succinato al FAD, poi raggiungono l'ubichinone attraverso i tre centri 
Fe-S. L'eme b non partecipa a questa via di trasporto degli elettroni, 
tuttavia è un fattore di protezione contro la formazione di specie 
reattive dell'ossigeno (ROS) da parte di elettroni che possono rendersi 
liberi. 
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Il Complesso III: dall’ubichinone al citocromo c Il 
Complesso III, chiamato anche complesso del citocro- 
mo bc, oppure ubichinone:citocromo c ossidoredutta- 
si, accoppia il trasferimento degli elettroni dall’ubichinolo 
(QH») al citocromo c con il trasporto vettoriale di protoni 
dalla matrice allo spazio intermembrana. Le determina- 
zioni cristallografiche ai raggi X della struttura completa 
di questo grande complesso (Figura 19.11) e del Comples- 
so IV (vedi più avanti), ottenute fra il 1995 e il 1998, sono 
state fondamentali per lo studio del trasferimento elettro- 
nico mitocondriale, poiché hanno fornito le informazioni 
necessarie a integrare le molte osservazioni biochimiche 
sulla funzionalità di questi complessi. 

L'unità funzionale del Complesso III è un dimero, con 
le due unità monomeriche del citocromo b che circonda- 
no una “caverna” situata al centro della membrana, in cui 
l’ubichinone è libero di muoversi dal lato della matrice 
della membrana (sito Qy di un monomero) allo spazio in- 
termembrana (sito Qp dell’altro monomero) mentre tra- 
sporta gli elettroni e i protoni attraverso la membrana mi- 
tocondriale interna (Figura 19.11b). 

Sulla base della struttura del Complesso III e dei detta- 
gliati studi biochimici sulle reazioni redox, è stato proposto 
un modello, il ciclo Q, per il trasferimento degli elettro- 
ni e dei protoni attraverso il complesso. La reazione redox 
complessiva di questo ciclo Q (Figura 19.12) è 


QH»; + 2 cyt ci (ossidato) + 2Hf > 


Q+2cytc; (ridotto) +4H} (19.3) 


Il ciclo dell’ubichinone regola il trasferimento degli elet- 
troni da un trasportatore a due elettroni, l’ubichinolo (la 
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Figura 19.11 Il complesso del citocromo bc, (Complesso III). 
(PDB ID 1BGY) Il complesso è un dimero formato da monomeri 
identici, ciascuno con 11 subunità diverse. Il centro funzionale è 
costituito da tre subunità: il citocromo b (in verde), con i suoi due 
gruppi eme (by e bi); la proteina ferro-zolfo di Rieske (in viola), con i 
suoi centri 2Fe-25; e il citocromo c; (in blu), con il suo gruppo eme. 
Questa rappresentazione schematica mostra come il citocromo c, 

e la proteina ferro-zolfo di Rieske sporgano verso la superficie p e 
possano interagire col citocromo c (qui mostrato, ma non fa parte del 
complesso) nello spazio intermembrana. Il complesso ha due distinti 
siti di legame per l’ubichinone, Qy e Qp, che corrispondono ai siti 

di inibizione da parte di due farmaci che bloccano la fosforilazione 
ossidativa. L'antimicina A, che blocca il flusso elettronico dall'eme 

by al Q, si lega a Qy, vicino all'eme by, sul lato n (matrice) della 
membrana. Il mixotiazolo, che impedisce il trasferimento elettronico 
da QH, alla proteina ferro-zolfo di Rieske, si lega a Qp vicino al centro 
2Fe-2S e all'eme b, sul lato p. La struttura dimerica è essenziale per 

la funzionalità del Complesso III. L'interfaccia tra i monomeri forma 
due “caverne”: una contiene il sito Qp derivante da un monomero e 
l'altra un sito Qy derivante dall'altro. Il movimento degli intermedi 
dell'ubichinone avviene all’interno di queste caverne protette. 

Il Complesso Ill cristallizza in due distinte conformazioni (non 
mostrate in questa figura). In una, il centro Fe-S di Rieske è vicino 

al suo accettore di elettroni, il gruppo eme del citocromo c;, ma è 
relativamente distante dal citocromo b e dal sito a cui è legato QH,, a 
livello del quale il centro Fe-S di Rieske riceve gli elettroni. Nell'altra, 
il centro Fe-S si è allontanato dal citocromo c; in direzione del 
citocromo b. È probabile che la proteina di Rieske oscilli tra queste due 
conformazioni perché prima viene ridotta e poi ossidata. 


forma ridotta dell’ubichinone), a trasportatori a un solo 
elettrone, i gruppi eme by e by del citocromo b e dei cito- 
cromi c; e c. Questo trasferimento è accompagnato dall’ac- 
quisizione di due protoni sul lato N (matrice) e dal rilascio 
di quattro protoni sul lato P (spazio intermembrana) per 
ogni coppia di elettroni che passa attraverso il Complesso 
III e viene trasferita al citocromo c. Due dei protoni rila- 
sciati sul lato p sono elettrogenici, mentre gli altri due pro- 
toni sono elettricamente neutri, essendo bilanciati dalle 
due cariche (gli elettroni) trasferite al citocromo c sul la- 
to P. Anche se la via seguita dal flusso elettronico in que- 
sto segmento della catena respiratoria è così complessa, il 
risultato netto è molto semplice: QH; viene ossidato a Q, 
due molecole di citocromo c vengono contemporaneamen- 
te ridotte e i protoni vengono trasferiti dal lato n al lato P. 

Il citocromo c è una proteina solubile dello spazio inter- 
membrana. Quando il suo gruppo eme accetta un elettro- 
ne dal Complesso III, il citocromo c si sposta verso il Com- 
plesso IV per donare l’elettrone a un centro rameico binu- 
cleare di questo enzima. 


Il Complesso IV: dal citocromo c all’O, Nella tappa fi- 
nale della catena respiratoria il Complesso IV, chiamato 
anche citocromo ossidasi, trasporta gli elettroni dal ci- 
tocromo c all’ossigeno molecolare, riducendolo a H0. Il 
Complesso IV è un enzima di grandi dimensioni (13 sub- 
unità, M, 204 000) della membrana mitocondriale inter- 
na. I batteri ne possiedono una forma molto più sempli- 
ce, con solo due o tre subunità, ma ancora in grado di ca- 
talizzare il trasferimento degli elettroni e di pompare i 
protoni. Mediante il confronto dei due complessi mito- 
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2H* 


QHs +Q + 2H% +cytc (ossidato) > 
Q + 2Hp + QHy + cyt c) (ridotto) 


J 


Equazione netta: QHs + 2 cyt ci (ossidato) + 2Hy 


Figura 19.12 Il ciclo Q, mostrato in due fasi. Il percorso degli 
elettroni attraverso il Complesso IIl è indicato da frecce blu. Il 
movimento delle varie forme di ubichinone è mostrato dalle frecce 
nere. Durante la prima fase (a sinistra), il Q del sito n viene ridotto 

a radicale semichinonico, che nella seconda fase (a destra) viene 
riconvertito in QH,. Allo stesso tempo, sul lato p della membrana due 
molecole di QH, vengono ossidate a Q, rilasciando due protoni per 


condriale e batterico si è potuto stabilire che tre subuni- 
tà sono fondamentali per la funzionalità del complesso 
(Figura 19.13). 

La subunità mitocondriale II contiene due ioni Cu che 
formano complessi con gruppi —SH di due residui di Cys 
in un centro binucleare (chiamato Cua; Figura 19.13b) che 
assomiglia ai centri 2Fe-2S delle proteine Fe-S. La subunità 
I contiene due gruppi eme, a e 43, e un altro ione rameico 
(Cup). L’eme a3 e il Cup formano un secondo centro binu- 
cleare, che accetta elettroni dal gruppo eme a e li trasferi- 
sce all’O; che si lega al gruppo eme 43. 

Il trasferimento degli elettroni attraverso il Complesso 
IV procede dal citocromo c al centro Cu, al gruppo eme a, 
al centro a3-Cug e infine all’O; (Figura 19.14). Ogni volta 
che quattro elettroni attraversano questo complesso, l’en- 
zima preleva quattro ioni H* “substrato” dalla matrice (la- 
to N) per convertire lO, in due molecole di H;0. Il com- 
plesso utilizza anche l'energia di questa reazione redox per 
pompare un protone nello spazio intermembrana (lato P) 
per ogni elettrone che lo attraversa, aumentando ulterior- 
mente il potenziale elettrochimico prodotto dal trasporto 
protonico attraverso i Complessi I e III. Lintera reazione 
catalizzata dal Complesso IV è 


4 cit c (ridotto) +8H\+0,> 
4cytc (ossidato) +4H;+2H;0 (194) 


Questa riduzione dell’ossigeno con quattro elettroni coin- 
volge centri redox che trasportano un solo elettrone alla 


> Q+2ecytc; (ridotto) +4Hp 


molecola di Q (quattro protoni in tutto) nello spazio intermembrana. 
Ciascun QH, dona un elettrone (tramite il centro Fe-S di Rieske) 

al citocromo c,, e un altro elettrone (tramite il citocromo b) a una 
molecola di Q vicino al lato n, riducendola in due passaggi a QH.. 
Questa riduzione utilizza anche due protoni per Q, che vengono 
prelevati dalla matrice (lato n). Il cyt c; ridotto passa gli elettroni uno 
alla volta al cyt c, che si dissocia e trasporta gli elettroni al Complesso IV. 


volta e deve avvenire senza la formazione di intermedi ri- 
dotti incompleti, come il perossido di idrogeno o i radica- 
li liberi ossidrilici, specie molto reattive che potrebbero 
danneggiare la struttura della cellula. Gli intermedi resta- 
no strettamente legati al complesso finché non vengono 
completamente convertiti in acqua. 


e complessi mitocondriali possono associarsi 
in respirasomi 

Numerose evidenze sperimentali suggeriscono che nei 
mitocondri intatti i complessi respiratori si associno tra 
loro nella membrana interna, formando combinazioni 
funzionali di due o più complessi trasportatori di elet- 
troni, detti respirasomi. Per esempio, quando il Com- 
plesso III viene estratto dalle membrane mitocondriali 
in condizioni blande, esso viene associato al Complesso I, 
e la struttura resta unita anche durante una separazione 
elettroforetica, anch’essa effettuata in condizioni blande. 
Sono stati identificati al microscopio elettronico super- 
complessi formati dai Complessi III e IV, che mostrano 
grandezze e forme che rispettano le caratteristiche del- 
le strutture cristalline dei due complessi (Figura 19.15). 
Le proteine appartenenti a una famiglia che viene sinte- 
tizzata sotto il controllo del fattore inducibile dall’ipos- 
sia HIF sono state trovate in associazione ai respirasomi e 
potrebbero essere essenziali per l’organizzazione o la sta- 
bilità di queste strutture. EHIF è responsabile dei cam- 
biamenti a carico della composizione del Complesso IV 
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Figura 19.13 Struttura del complesso della citocromo ossidasi 
(Complesso IV). La figura mostra il Complesso IV dei mitocondri 
bovini. Il complesso è formato da 13 subunità, ma qui vengono 
mostrate solo le quattro essenziali per il suo funzionamento (PDB 

ID 10CC). (a) Il Complesso IV, con quattro subunità in ciascuna delle 
unità identiche di un dimero. La subunità | (in giallo) possiede due 
gruppi eme, a e a3, in prossimità di un singolo ione rame, Cug (non 
visibile in questa figura). Leme a; e il Cug costituiscono un centro 
binucleare Fe-Cu. La subunità Il (in viola) contiene due ioni rame 
complessati con i gruppi —SH di due residui di cisteina, che formano 
un centro binucleare, Cu, simile ai centri 2Fe-2S delle proteine ferro- 
zolfo. Questo centro e il sito di legame del citocromo c sono localizzati 
in un dominio della subunità Il che sporge dal lato p della membrana 
interna (nello spazio intermembrana). La subunità III (in blu) è 
essenziale per il rapido movimento dei protoni attraverso la subunità Il. 
Il ruolo della subunità IV (in verde) è tuttora ignoto. (b) Il centro 
binucleare Cu. Gli ioni rame condividono equamente gli elettroni. 
Quando il centro si trova nella sua forma ridotta, gli ioni hanno carica 
formale Cu'*Cu!*; quando si trova nella sua forma ossidata, gli ioni 
hanno carica formale Cu'°*Cu?5*, Sei residui amminoacidici, due His, 
due Cys, un Glu e una Met, fungono da ligandi intorno agli ioni Cu. 


che avvengono in condizioni di ipossia (vedi la Figura 
19.34). È probabile che la cinetica del flusso degli elet- 
troni nei supercomplessi sia diversa rispetto a quella dei 
complessi separati: (1) nei complessi fortemente associa- 
ti, i trasferimenti degli elettroni avverrebbero essenzial- 
mente in uno stato solido; (2) quando i complessi sono 
invece funzionalmente separati, gli elettroni devono es- 
sere trasferiti da un complesso all’altro dall’ubichinone e 
dal citocromo c. Le cinetiche osservate suggeriscono che il 
trasferimento avvenga in uno stato solido e quindi sosten- 
gono il modello che prevede l’esistenza dei respirasomi. 

La cardiolipina, un lipide particolarmente abbondan- 
te nella membrana mitocondriale interna (vedi le Figure 


CAPITOLO 19 
Fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione 


Spazio ° 
intermembrana 


Matrice 
(lato N) 


4H* 
(substrato) 
4H* 2H,0 


(trasferiti) 


Figura 19.14 Percorso degli elettroni attraverso il Complesso 
IV. Tre proteine hanno un ruolo fondamentale per il flusso degli 
elettroni: la subunità I, la subunità Il e la subunità III. L'ampia struttura 
mostrata in verde comprende le altre 10 proteine del complesso. 

Il trasferimento elettronico attraverso il Complesso IV inizia dal 
citocromo c (in alto). Ciascuna delle due molecole di citocromo c 
ridotto dona un elettrone al centro binucleare Cu. Da qui gli elettroni 
passano attraverso l'eme a al centro Fe-Cu (eme a3 e Cup). A questo 
punto l'O, si lega all'eme a3 e viene ridotto a perossido (037, non 
mostrato nella figura) da due elettroni provenienti dal centro Fe-Cu. 
L'arrivo di altri due elettroni provenienti dal citocromo c (in alto), 

che porta il numero totale degli elettroni a quattro, converte l'O7in 
due molecole d'acqua, col consumo di quattro protoni “substrato” 
provenienti dalla matrice. Contemporaneamente quattro protoni 
vengono trasferiti fuori dalla matrice mediante un meccanismo 
tuttora sconosciuto. 


10.9 e 11.2), potrebbe avere un ruolo importante nel man- 
tenimento dell’integrità dei respirasomi; la rimozione del- 
la cardiolipina con i detergenti, o la sua assenza in mutanti 
di lievito, determina un trasporto difettoso degli elettroni 
nei mitocondri e una diminuzione dell’affinità tra i com- 
plessi respiratori. 


e L'energia associata al trasporto degli elettroni 

viene efficientemente conservata sotto forma 

di un gradiente di protoni 
Il trasferimento di due elettroni che attraversano la cate- 
na respiratoria dal NADH all’ossigeno può essere scritto 
nella forma della seguente reazione: 


NADH + H* +30, > NAD* + H,0 (19.5) 


Questa reazione è molto esoergonica. Per la coppia re- 
dox NAD*/NADH, il valore di E'° è —0,320 V, mentre quel- 
lo della coppia 0/H;0 è 0,816 V. Il AE'° di questa reazione 
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Figura 19.15 Un probabile respirasoma composto dai 
Complessi III e IV. (a) La figura mostra l'immagine al microscopio 
elettronico di un supercomplesso purificato di lievito, contenente 
i Complessi IIl e IV, colorata con acetato di uranile. L'immagine è 
stata ottenuta sovrapponendo le immagini di centinaia di densità 
elettroniche. (b) Le strutture ai raggi X di una molecola di 


è quindi 1,14 V, e la variazione di energia libera standard 
(Equazione 13.7 pagina 547) è 


AG'° = -nFAE'° 


—2 (96,5 kJ/ V - mole) (1,14 V) 
= —220 kJ/mole (di NADH) 


(19.6) 


Questa variazione di energia libera standard si basa sull’as- 
sunto che le concentrazioni di NADH e di NAD* siano 
uguali (1 m). Durante un’intensa respirazione mitocondria- 
le, l’azione di molte deidrogenasi mantiene l'effettivo rap- 
porto [NADH]/[NAD'] ben al di sopra dell’unità, e quindi 
per la reazione mostrata nell’Equazione 19.5 la variazione 
di energia libera è molto maggiore (più negativa) di — 220 
kJ/mole. Se effettuiamo lo stesso tipo di calcolo per l’ossi- 
dazione del succinato, possiamo osservare che il traspor- 
to degli elettroni dal succinato (E'° della coppia succina- 
to/fumarato = 0,031 V) all’ossigeno ha una variazione di 
energia libera standard di — 150 kJ/mole, sempre negativa 
ma con valore sensibilmente minore. 

Gran parte di questa energia viene usata per pompa- 
re protoni fuori dalla matrice mitocondriale. Per ogni cop- 
pia di elettroni trasferiti all’ossigeno, vengono trasferiti 
dalla matrice allo spazio intermembrana quattro protoni 
dal Complesso I, altri quattro dal Complesso III e due dal 
Complesso IV (Figura 19.16). Dunque l'equazione vettoriale 
del processo è 


NADH + 11Hj +30,—> NAD* + 10H7 + H;0 (19.7) 


L’energia elettrochimica contenuta in questo gradiente 
di concentrazione protonica e in questa separazione del- 
le cariche rappresenta una temporanea conservazione di 
gran parte dell’energia liberata dal trasferimento elettro- 
nico. energia conservata in questo gradiente, detta an- 
che forza motrice protonica, è formata da due compo- 
nenti: (1) l'energia potenziale chimica, dovuta alla diffe- 
renza di concentrazione di una specie chimica (H*) nelle 
due regioni separate da una membrana; (2) l’energia del 
potenziale elettrico, che si genera nella separazione delle 
cariche che si ottiene quando un protone si sposta attra- 
verso la membrana senza che vi sia un flusso contrario di 
pari carica (Figura 19.17). 
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(b) 


Complesso III di lievito (in rosso) e di due molecole di Complesso IV 
di cuore bovino (in verde) possono essere sovrapposte alla mappa 
di densità elettronica, facendo supporre un probabile modo di 
interazione dei due complessi nel respirasoma. Il doppio strato 
lipidico della membrana è mostrato in giallo. 


Nel Capitolo 11 abbiamo visto che la variazione di ener- 
gia libera dovuta alla formazione di un gradiente elettro- 
chimico da parte di una pompa ionica è 


AG = RTIn (Cx/C;) + ZIAY (19.8) 


dove C; e C; sono le concentrazioni di uno ione nelle due 
regioni, con C; > C;; Z è il valore assoluto della sua carica 
elettrica (1 per un protone); Ay è la differenza di poten- 
ziale elettrico transmembrana, misurata in volt. 

Nel caso dei protoni a 25 °C, 


In (C/C) = 2,3(log [H*]p — log [H"]n) 
= 2,3(pHy — pH») = 2,3 ApH 


e l’Equazione 19.8 si riduce a 


AG = 2,3RTApH+3FAy 
= (5,70 kJ/mole) ApH + (96,5 kJ/V - mole) Ay 


(19.9) 


Durante un'intensa respirazione mitocondriale, il Ay 
è stato valutato tra 0,15 V e 0,2 V e il pH della matrice è 
di circa 0,75 unità più alcalino rispetto a quello dello spa- 
zio intermembrana. 


e Energetica del trasferimento degli elettroni 


Calcolate la quantità di energia conservata nel gradien- 
te di protoni che si genera attraverso la membrana mito- 
condriale interna per ogni coppia di elettroni trasferiti dal 
NADH all’ossigeno attraverso la catena respiratoria. Sup- 
ponete che il valore del Ay sia 0,15 V e che la differenza di 
pH sia di 0,75 unità. 


Soluzione LEquazione 19.9 fornisce la variazione di ener- 
gia libera quando una mole di protoni si muove attraver- 
so la membrana interna. Sostituendo il valore misurato di 
ApH (0,75 unità) e di Ay (0,15 V) nell'equazione, si ottie- 
ne AG = 19 kJ/mole (di protoni). Poiché il trasferimento di 
due elettroni dal NADH all’O, comporta il pompaggio di 
10 protoni (Equazione 19.7), circa 200 kJ (dei 220 kJ rila- 
sciati dall’ossidazione di 1 mole di NADH) sono conserva- 
ti nel gradiente di protoni. 
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Figura 19.16 Rappresentazione schematica del flusso degli 
elettroni e dei protoni attraverso i quattro complessi della catena 
respiratoria. Gli elettroni raggiungono Q attraversando i Complessi 

le Il. QH; (Q ridotto) è un trasportatore mobile di elettroni e di protoni: 
trasferisce elettroni al Complesso III, che li passa a un altro trasportatore 
mobile, il citocromo c. Il Complesso IV trasferisce gli elettroni dal 
citocromo c all'O,,. Il flusso di elettroni attraverso i Complessi I, III e IV 

è accompagnato da una traslocazione di protoni dalla matrice allo 


Quando i protoni fluiscono spontaneamente secondo 
il loro gradiente elettrochimico, questa energia viene resa 
disponibile per produrre lavoro. Nei mitocondri, nei clo- 
roplasti e nei batteri aerobici, l'energia elettrochimica del 
gradiente protonico porta alla sintesi di ATP da ADP e P.. 
Nella Sezione 19.2 ritorneremo sugli aspetti energetici e 
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AG = RTIn (C/C) + ZFAY 
= 2,3RT ApH + FAY 


Figura 19.17 La forza motrice protonica. La membrana 
mitocondriale interna separa due compartimenti a diversa 
concentrazione di H*, con differenze quindi sia nella concentrazione 
chimica di H* (ApH) sia nella distribuzione delle cariche attraverso 

la membrana (Ay). Queste differenze generano la forza motrice 
protonica (AG), che può essere calcolata nel modo mostrato nella 
figura. Maggiori spiegazioni sono contenute nel testo. 
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spazio intermembrana. Si ricordi che alcuni elettroni che arrivano 

dalla } ossidazione degli acidi grassi possono entrare nella catena 
respiratoria anche a livello di Q (vedi la Figura 19.8). Le strutture 
mostrate nella figura sono state ottenute da fonti diverse: Complesso |, 
Thermus thermophilus (PDB ID 3M9S); Complesso Il, cuore di maiale 
(PDB ID 1Z0Y); Complesso III, cuore bovino (PDB ID 1BGY); citocromo c, 
cuore di cavallo (PDB ID 1HRC); Complesso IV, cuore bovino (PDB ID 
10CC). 


sulla stechiometria della sintesi di ATP dovuta al poten- 
ziale elettrochimico del gradiente protonico. 


e Durantela fosforilazione ossidativa si generano specie 
reattive dell'ossigeno 

Alcune tappe della via della riduzione dell’ossigeno nei 
mitocondri hanno la capacità di produrre prodotti radi- 
cali liberi notevolmente reattivi, che possono danneggia- 
re la cellula. Durante il trasferimento degli elettroni dal 
QH; al Complesso III e dal Complesso I al QH; si forma 
come intermedio il radicale *Q”. Il °Q” può passare un 
elettrone all’O:, anche se la probabilità che questo trasfe- 
rimento possa accadere non è elevata. 


(05 +e > "0; 


Il radicale libero superossido così generato è estremamente 
reattivo; la sua formazione porta a sua volta alla produzio- 
ne di un altro radicale libero, ancora più reattivo, il radica- 
le libero ossidrilico *OH (Figura 19.18). 

Queste specie reattive dell'ossigeno (ROS) sono as- 
sai distruttive, poiché reagiscono e danneggiano enzimi, 
lipidi di membrana e acidi nucleici. Nei mitocondri che 
respirano attivamente, dallo 0,1% fino al 4% dell’ossige- 
no utilizzato nella respirazione forma "O; , una quanti- 
tà più che sufficiente per provocare effetti letali, a meno 
che il radicale libero non venga inattivato. I fattori che 
diminuiscono la velocità del flusso attraverso la catena 
respiratoria aumentano la formazione del superossido, 
forse prolungando il tempo di emivita dell’°O; genera- 
to nel ciclo Q. La formazione delle specie reattive dell’os- 
sigeno è favorita quando si verificano due condizioni: 
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(1) i mitocondri non stanno producendo ATP (per man- 
canza di ADP o di 0) e quindi hanno una grande forza 
motrice protonica e un elevato rapporto QH;/G; (2) nel- 
la matrice il rapporto NADH/NAD* è molto elevato. In 
queste situazioni il mitocondrio è in una condizione di 
stress ossidativo: sono disponibili più elettroni in atte- 
sa di entrare nella catena respiratoria rispetto a quelli 
che possono raggiungere l’ossigeno attraverso i traspor- 
tatori. Quando il rifornimento dei donatori di elettroni 
(NADH) diventa confrontabile con quello degli accetto- 
ri di elettroni, lo stress ossidativo diminuisce e la produ- 
zione di ROS è ridotta. Sebbene una sovraproduzione di 
ROS sia chiaramente nociva, bassi livelli di ROS posso- 
no essere invece utilizzati dalla cellula come un segnale 
che riflette l'apporto insufficiente di ossigeno (ipossia), 
innescando gli opportuni aggiustamenti metabolici (ve- 
di la Figura 19.34). 

Per impedire gli effetti dannosi dell'O; le cellule di- 
spongono di diverse forme dell'enzima superossido di- 
smutasi, che catalizza la reazione 


di "0; + 2H* > H;0, sr (05 


La detossicazione del perossido di idrogeno (H30,) 
così generato viene effettuata dalla glutatione perossi- 
dasi (Figura 19.18). La glutatione reduttasi ricicla il glu- 
tatione ossidato e lo trasforma nella sua forma ridotta, 
utilizzando gli elettroni del NADPH che si formano per 
azione della nicotinammide nucleotide transidrogena- 
si (nei mitocondri) o attraverso la via del pentosio fosfa- 
to (nel citosol) (vedi la Figura 14.21). Il glutatione ridot- 
to ha anche la funzione di mantenere allo stato ridotto i 
gruppi sulfidrilici delle proteine, impedendo alcuni degli 
effetti indesiderati dello stress ossidativo (Figura 19.18). 
La nicotinammide nucleotide transidrogenasi ha un ruo- 
lo cruciale in questo processo di detossicazione, in quan- 
to produce il NADPH essenziale per l’attività della glu- 
tatione reduttasi. 
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Figura 19.18 Formazione di ROS nei mitocondri e difese 
mitocondriali. Quando la velocità di ingresso degli elettroni nella 
catena respiratoria e la velocità di trasferimento degli elettroni lungo 
la catena respiratoria non sono uguali, aumenta la produzione del 
radicale superossido (‘03) a livello dei Complessi l e III, in quanto 
l'ubichinone parzialmente ridotto (07) dona un elettrone all'O.. Il 
superossido induce il rilascio di Fe?* sull’aconitasi, una proteina 4Fe-45. 
In presenza di Fe?*, la reazione di Fenton porta alla formazione del 
radicale libero ossidrilico ‘OH altamente reattivo. Le reazioni indicate 
in blu servono a difendere la cellula contro gli effetti dannosi del 
superossido. Il glutatione ridotto (GSH; vedi la Figura 22.29) dona 

gli elettroni per la riduzione dell'H,O), e dei residui di Cys ossidati 
(—S—S—) degli enzimi e di altre proteine; il GSH viene rigenerato 
dalla sua forma ossidata (GSSG) per riduzione da parte del NADPH. 


e mitocondri delle piante hanno meccanismi alternativi 
per ossidare il NADH 

I mitocondri delle piante forniscono ATP durante i perio- 
di di scarsa illuminazione o di buio con meccanismi analo- 
ghi a quelli usati dagli organismi non fotosintetici. In pre- 
senza di luce, la principale fonte di NADH mitocondriale 
è rappresentata da una reazione in cui la glicina prodot- 
ta dalla fotorespirazione viene convertita in serina (vedi 
la Figura 20.21): 


2 glicina + NAD' — serina + CO; + NH; + NADH + H* 


Per ragioni che esamineremo nel Capitolo 20, le pian- 
te possono effettuare questo processo anche quando non 
hanno bisogno di NADH per produrre ATP. Per rigenerare 
NAD* dal NADH che non può essere più utilizzato, i mito- 
condri delle piante, ma anche di alcuni funghi e di alcuni 
protisti, trasferiscono gli elettroni dal NADH direttamente 
all’ubichinone e da questo direttamente all’ossigeno, sca- 
valcando i Complessi III e IV e le loro pompe protoniche. 
Lenergia presente nelle molecole di NADH viene dissipa- 
ta in calore, che talvolta può essere utile per le piante (Box 
19.1). Diversamente dalla citocromo ossidasi (Complesso 
IV), l'alternativa QH, ossidasi non viene inibita dal cianu- 
ro. ossidazione del NADH cianuro-resistente rappresen- 
ta quindi la peculiarità di questa via di trasferimento elet- 
tronico esclusiva delle piante. 


SOMMARIO 19.1 
Il flusso degli elettroni nei mitocondri 

e La teoria chemiosmotica fornisce lo schema concettua- 
le per comprendere molte trasformazioni di energia 
biologica, tra cui la fosforilazione ossidativa e la fotofo- 
sforilazione. Il meccanismo di accoppiamento energe- 
tico è in molti casi simile: l'energia del flusso elettroni- 
co viene conservata grazie al concomitante pompaggio 
di protoni attraverso la membrana, producendo un 
gradiente elettrochimico, la forza motrice protonica. 
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e Nei mitocondri, gli ioni idruro rimossi dai substrati 
(come l’a-chetoglutarato e il malato) per mezzo delle 
deidrogenasi legate al NAD donano elettroni alla cate- 
na respiratoria (trasportatrice di elettroni), che giungo- 
no poi all’ossigeno molecolare O;, riducendolo a H;0. 

e Gli equivalenti riducenti provenienti dal NADH ven- 
gono quindi trasferiti attraverso una serie di centri 
Fe-S fino all’ubichinone, che trasferisce gli elettroni al 
citocromo b, il primo trasportatore del Complesso III 
In questo complesso gli elettroni prendono due vie di- 
verse attraverso due citocromi di tipo b e un citocro- 
mo c; fino a un centro Fe-S. Il centro Fe-S trasferisce 
gli elettroni uno alla volta, attraverso il citocromo c, 
al Complesso IV, la citocromo ossidasi. Questo enzima 
contenente rame, oltre ai citocromi a e a3, accumula 
gli elettroni e li trasferisce all’O;, riducendolo a H;0. 


Molte piante da fiore attirano insetti impollinatori se- 
cernendo molecole con un odore caratteristico che può 
somigliare a quello di fonti di cibo naturale per un insetto 
o di potenziali luoghi per deporre le uova. Le piante im- 
pollinate dalle mosche o dagli scarafaggi, che normal- 
mente si cibano o depongono le loro uova sul letame o 
su animali in putrefazione, talvolta usano composti con 
odore disgustoso per attirare questi insetti. 

Una famiglia di piante maleodoranti è quella delle Aracee, 
che comprende i filodendtri, i gigli bianchi e i cavoli. Queste 
piante possiedono piccolissimi fiori fittamente addossati 
su una struttura eretta circondata da una foglia modifi- 
cata. La struttura eretta emette odore di carne putrefatta 
o di letame. Inoltre, prima dell’impollinazione questa 
struttura si riscalda, in alcune specie fino a 20-40 °C oltre 
la temperatura ambiente. La produzione di calore (termo- 
genesi) aiuta a far evaporare le molecole maleodoranti e 
quindi a disperderle meglio; poiché la carne putrescente e 
il letame sono solitamente caldi per via dell’intensa attività 
metabolica dei microbi, lo stesso calore può da solo attirare 
l’insetto. Nel caso del cavolo d’Oriente (Figura 1), che fiori- 
sceininverno inoltrato o all’inizio della primavera quando 
il suolo è ancora innevato, la termogenesi permette alla 
sua struttura eretta di fuoriuscire dalla neve. 
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e Alcuni elettroni entrano nella catena di trasportatori 
attraverso vie alternative. Il succinato viene ossidato 
dalla succinato deidrogenasi (Complesso II), che con- 
tiene una flavoproteina che trasferisce gli elettroni 
attraverso diversi centri Fe-S fino all’ubichinone. Gli 
elettroni derivati dall’ossidazione degli acidi grassi 
passano all’ubichinone per mezzo di una flavoprotei- 
na che trasferisce elettroni. 

e Le specie reattive dell'ossigeno potenzialmente dan- 
nose vengono inattivate da una serie di enzimi pro- 
tettivi, tra cui la superossido dismutasi e la glutatione 
reduttasi. 

e Le piante, i funghi e gli eucarioti unicellulari hanno, 
oltre al tipico sistema di trasporto degli elettroni, una 
via alternativa per l’ossidazione del NADH resistente 
al cianuro. 


Figura 1 Cavolo d'Oriente. 


Ma come fa questo tipo di cavolo a riscaldare la sua 
struttura eretta? Anche se i mitocondri delle piante, dei 
funghi e degli eucarioti unicellulari hanno sistemi di tra- 
sferimento elettronico del tutto analoghi a quelli degli 
animali, essi hanno anche un processo respiratorio al- 
ternativo. In questo processo l’ossidasi QH, resistente al 
cianuro trasferisce gli elettroni dall’ubichinone all’ossi- 
geno, scavalcando le due tappe di traslocazione protonica 
dei Complessi III e IV (Figura 2). Penergia che potrebbe 
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Figura 2 Trasportatori di elettroni della membrana mitocondriale 
interna delle piante. Gli elettroni possono attraversare i Complessi 
I, Ill e IV, come nei mitocondri degli animali, oppure si spostano 


Calore 


mediante trasportatori alternativi, specifici delle piante, attraverso 
le vie indicate con le frecce blu. 
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Box 19.1 


(segue) 


essere conservata come ATP viene invece rilasciata sotto 
forma di calore. I mitocondri delle piante hanno anche 
una NADH deidrogenasi alternativa, insensibile al rote- 
none, l’inibitore del Complesso I (vedi la Tabella 19.4), 
che trasferisce elettroni dal NADH della matrice diret- 
tamente all’ubichinone, oltrepassando il Complesso I 
ela pompa protonica a esso associata. Inoltre i mitocon- 
dri delle piante hanno anche un’altra NADH deidroge- 
nasi posta sul lato esterno della membrana interna, che 
si affaccia nello spazio intermembrana e che trasferisce 
gli elettroni dal NADPH o dal NADH all’ubichinone, 


La sintesi dell'ATP 


Come può un gradiente di concentrazione di protoni dare 
origine alla formazione di ATP? Abbiamo visto che il trasfe- 
rimento degli elettroni lungo la catena respiratoria rilascia 
una quantità di energia (circa 200 kJ) per “mole” di cop- 
pia di elettroni ampiamente sufficiente alla produzione 
di una mole di ATP, che richiede circa 50 kJ (pagina 534); 
la maggior parte di questa energia è conservata sotto for- 
ma di forza motrice protonica. Da questo punto di vista, 
la fosforilazione ossidativa mitocondriale non pone pro- 
blemi termodinamici. Dobbiamo prendere ora in conside- 
razione il meccanismo chimico 
che accoppia il flusso protonico 
con la fosforilazione. 

Il modello chemiosmotico 
proposto da Peter Mitchell è al- 
la base di questo meccanismo. 
Secondo tale modello (Figura 
19.19), l'energia elettrochimi- 
ca contenuta nella differenza di 
concentrazione protonica e nella 
separazione delle cariche attra- 
verso la membrana mitocondria- 
le interna, cioè la forza motrice 
protonica, porta alla sintesi di ATP quando il flusso pro- 
tonico inverte la sua direzione e i protoni ritornano nella 
matrice attraverso un canale protonico associato all’ATP 
sintasi. Per mettere in risalto il ruolo della forza motrice 
protonica, la sintesi di ATP viene qualche volta indicata 
con l’equazione 


Peter Mitchell, 1920-1992 


ADP+P;+nHj > ATP+H,0+nHy (19.10) 


Mitchell definì “chemiosmotiche” quelle trasforma- 
zioni che comportano simultaneamente una reazione chi- 
mica e un processo di trasferimento; questo processo vie- 
ne spesso chiamato “accoppiamento chemiosmotico”. Il 
termine “accoppiamento” si riferisce all’assoluta dipen- 
denza della sintesi di ATP nei mitocondri dal flusso de- 
gli elettroni attraverso la catena respiratoria; nessuno dei 
due processi può avvenire in assenza dell’altro. La defi- 
nizione funzionale di “accoppiamento” è mostrata nella 
Figura 19.20. Quando mitocondri isolati sono sospesi in 
una soluzione tamponata contenente ADP, P; e un sub- 
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scavalcando anche in questo caso il Complesso I. In 
questo modo, quando gli elettroni entrano nella via 
respiratoria alternativa attraverso la NADH deidro- 
genasi insensibile al rotenone, attraverso la NADH 
deidrogenasi esterna, oppure attraverso la succinato 
deidrogenasi (Complesso II), e raggiungono l’ossigeno 
mediante l’ossidasi resistente al cianuro, l’energia non 
viene conservata sotto forma di ATP, ma rilasciata come 
calore. Il cavolo può usare il calore per sciogliere la 
neve, per produrre odore sgradevole, oppure per atti- 
rare scarafaggi e mosche. 


strato ossidabile come il succinato, avvengono tre proces- 
si facilmente misurabili: (1) il substrato viene ossidato (il 
succinato diventa fumarato); (2) si consuma O;; (3) vie- 
ne sintetizzato ATP. Il consumo di ossigeno e la sintesi di 
ATP dipendono dalla presenza di un substrato ossidabile 
(il succinato in questo caso), di ADP e di P.. 

Dato che l’energia rilasciata dall’ossidazione del sub- 
strato favorisce la sintesi di ATP, ci si può aspettare che 
l’inibizione del flusso di elettroni verso l’ossigeno (per 
esempio, con ioni cianuro, monossido di carbonio o anti- 
micina A) blocchi anche la sintesi di ATP (Figura 19.202). 
È invece sorprendente che il contrario sia altrettanto ve- 
ro: l’inibizione della sintesi di ATP blocca anche il trasferi- 
mento di elettroni nei mitocondri intatti. L’accoppiamen- 
to obbligato può essere dimostrato nei mitocondri isola- 
ti fornendo loro ossigeno e substrati ossidabili, ma non 
ADP (Figura 19.20b). In queste condizioni non vi è sinte- 
si di ATP, e contemporaneamente il trasferimento degli 
elettroni all’ossigeno viene in- 
terrotto. Henry Lardy, che per 
primo utilizzò gli antibiotici per 
l’analisi delle funzioni mitocon- 
driali, dimostrò l'accoppiamento 
dell’ossidazione con la fosforila- 
zione usando oligomicina e ven- 
turicidina, antibiotici tossici che 
si legano all’ATP sintasi nei mi- 
tocondri. Questi composti sono 
inibitori sia della sintesi di ATP 
nei mitocondri, sia del trasferi- 
mento degli elettroni all’ossige- 
no attraverso la catena respiratoria (Figura 19.20b). Es- 
sendo noto che l’oligomicina non interferisce con la fun- 
zione di nessuno dei trasportatori di elettroni, ma si lega 
direttamente all’ATP sintasi, ne consegue che il trasferi- 
mento degli elettroni e la sintesi di ATP devono essere 
obbligatoriamente accoppiati; nessuna delle due reazio- 
ni può procedere in assenza dell’altra. 

La teoria chemiosmotica spiega la stretta dipendenza 
del trasferimento elettronico dalla sintesi di ATP mitocon- 
driale. Quando viene bloccato (per esempio, con l’oligomi- 
cina) il ritorno dei protoni nella matrice attraverso lo spe- 
cifico canale dell'ATP sintasi, non esiste altra via che con- 
senta ai protoni di tornare nella matrice; la loro continua 


Henry Lardy, 1917-2010 
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Figura 19.19 Modello chemiosmotico. In questa semplice 
rappresentazione schematica della teoria chemiosmotica 

applicata ai mitocondri, gli elettroni del NADH e di altri substrati 
ossidabili vengono trasferiti a una catena di trasportatori disposti 
asimmetricamente nella membrana interna. Il flusso degli elettroni 

è accompagnato da una traslocazione di protoni attraverso la 
membrana, che produce un gradiente protonico (ApH) e un gradiente 


Potenziale 
elettrico Ay 
(negativo all 


Sintesi dell'ATP favorita 
dalla forza motrice 


’interno) protonica 


elettrico (Ay), che insieme costituiscono la forza motrice protonica. 
La membrana mitocondriale interna è impermeabile ai protoni; essi 
possono rientrare nella matrice solo attraverso specifici canali (F;). La 
forza motrice protonica che spinge i protoni verso la matrice fornisce 
l'energia necessaria per la sintesi di ATP, catalizzata dal complesso F, 
associato a Fo. 
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Figura 19.20 Accoppiamento del trasferimento elettronico 

e della sintesi di ATP nei mitocondri. In esperimenti finalizzati a 
dimostrare l'accoppiamento, i mitocondri vengono sospesi in un 
mezzo tamponato in cui è immerso un elettrodo a ossigeno per 
misurarne il consumo. A vari intervalli di tempo vengono prelevati 
campioni della soluzione per determinare la concentrazione di ATP. 
(a) L'aggiunta solo di ADP e P; determina uno scarso aumento sia 
della respirazione (consumo di ossigeno; linea nera) sia della sintesi di 
ATP (linea rossa). Se si aggiunge succinato, la respirazione e la sintesi 


estrusione dovuta all’attività della catena respiratoria ge- 
nera un aumento del gradiente protonico. La forza motri- 
ce protonica si accumula fino a che l’energia libera neces- 
saria per il pompaggio protonico contro gradiente fuori 
della matrice non eguaglia o addirittura supera l’energia 
rilasciata dal trasferimento elettronico dal NADH all’ossi- 
geno. A questo punto il flusso elettronico si deve arresta- 
re; l'energia libera dell’intero processo costituito dal flus- 
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di ATP hanno subito inizio. L'aggiunta del cianuro (CN), che blocca 

il trasferimento degli elettroni dalla citocromo ossidasi (Complesso 
IV) all'O,, inibisce sia la respirazione sia la sintesi di ATP. (b) Dopo 
l'aggiunta di succinato, i mitocondri respirano e sintetizzano ATP solo 
se vengono aggiunti ADP e P;. La successiva aggiunta di venturicidina 
o di oligomicina, che inibiscono l’ATP sintasi, blocca la respirazione e 
la sintesi di ATP. Il dinitrofenolo (DNP), invece, è un disaccoppiante: 
permette la respirazione, ma blocca la sintesi di ATP. 


so elettronico accoppiato al pompaggio protonico è ugua- 
le a zero e si raggiunge l’equilibrio. 

Vi sono però alcune condizioni o alcuni reagenti che di- 
saccoppiano l'ossidazione dalla fosforilazione. Quando i mi- 
tocondri intatti vengono rotti mediante un trattamento con 
detergenti o con sistemi meccanici, i frammenti di membra- 
na sono ancora in grado di trasferire gli elettroni dal NADH 
o dal succinato all’ossigeno, ma la sintesi di ATP non è più 
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Figura 19.21 Due composti chimici che disaccoppiano la 
fosforilazione ossidativa. Il DNP e l'FCCP hanno entrambi un 
protone dissociabile e sono molto idrofobici. Agiscono trasportando 
protoni attraverso la membrana mitocondriale interna e dissipando 
il gradiente protonico. | due composti disaccoppiano anche la 
fotofosforilazione (vedi la Figura 19.65). 


accoppiata alla respirazione. Alcuni composti chimici sono 
in grado di determinare un disaccoppiamento anche senza 
la distruzione della struttura del mitocondrio. Tra i disaccop- 
pianti chimici ci sono il 2,4-dinitrofenolo (DNP) e il carbo- 
nilcianuro-p-trifluorometossifenilidrazone (FCCP) (vedi la 
Tabella 19.4; Figura 19.21). Tutti questi composti disaccop- 
pianti sono acidi deboli con proprietà idrofobiche. Grazie 
alla loro idrofobicità essi possono diffondere attraverso la 
membrana mitocondriale; dopo essere entrati nella matri- 
ce nella forma protonata rilasciano il protone, dissipando il 
gradiente protonico. Una stabilizzazione per risonanza delo- 
calizza la carica nella forma anionica, rendendo questi com- 
posti sufficientemente permeabili e in grado di diffondere 
a ritroso nella membrana, dove acquistano un protone e ri- 
petono il processo. Gli ionofori come la valinomicina (vedi 
la Figura 11.44) permettono agli ioni inorganici di attraver- 
sare le membrane; in questo modo disaccoppiano il trasferi- 
mento elettronico dalla fosforilazione ossidativa, dissipando 
il contributo elettrico al gradiente elettrochimico attraverso 
la membrana mitocondriale. 

La teoria chemiosmotica prevedeva che, poiché la fun- 
zione di trasferimento degli elettroni nella sintesi mito- 
condriale di ATP era semplicemente quella di pompare 
protoni per creare il potenziale elettrochimico della forza 
motrice protonica, un gradiente protonico generato arti- 
ficialmente avrebbe dovuto sostituire il gradiente natura- 
le e indurre ugualmente la sintesi di ATP. Questa ipotesi 
è stata verificata e confermata sperimentalmente (Figura 
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Figura 19.22 Dimostrazione del ruolo di un gradiente 
protonico nella sintesi dell'ATP. Un gradiente elettrochimico 


prodotto artificialmente può indurre la sintesi di ATP in assenza 

di un substrato ossidabile come donatore di elettroni. In questo 
esperimento in due fasi, i mitocondri isolati sono prima incubati 

in una soluzione tampone a pH 9 contenente 0,1 m KCI (a). Il lento 
scambio di tampone e KCI tra soluzione e mitocondri porta la matrice 
a equilibrarsi con l'ambiente acquoso circostante. Non sono presenti 
substrati ossidabili. (b) Nella seconda fase, i mitocondri vengono 
tolti dalla soluzione a pH 9 e sospesi in una nuova soluzione a pH 7 
contenente valinomicina, ma non KCI. Le diverse caratteristiche della 
soluzione creano una differenza di pH di circa due unità. Il flusso 
verso l'esterno degli ioni K* trasportati dalla valinomicina crea uno 
squilibrio di cariche tra le due facce della membrana (il lato della 
matrice è negativo). La somma del potenziale chimico derivato dalla 
differenza di pH e del potenziale elettrico generato dalla separazione 
di carica è una forza motrice largamente sufficiente a innescare la 
sintesi di ATP, anche in assenza di substrati ossidabili. 


19.22). I mitocondri manipolati in modo da generare una 
differenza di concentrazione protonica e una separazione 
di carica tra le due superfici della membrana interna sin- 
tetizzano ATP in assenza di un substrato ossidabile; la forza 
motrice protonica è sufficiente a favorire la sintesi di ATP. 


e L'ATPsintasi ha due domini funzionali: F, ed F, 

L’ATP sintasi mitocondriale è un’ATPasi di tipo F (vedi la 
Figura 11.39) simile come struttura e meccanismo d’azio- 
ne all’ATP sintasi dei cloroplasti e dei batteri. Questo gran- 
de complesso enzimatico della membrana interna mito- 
condriale catalizza la formazione di ATP da ADP e P,, ac- 
compagnata dal flusso protonico dal lato P al lato N della 
membrana (Equazione 19.10). LATP sintasi, detta anche 
Complesso V, è formata da due componenti distinti: F,, 
una proteina periferica della membrana, ed F., una protei- 
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na integrale della membrana. Il pedice o sta a indicare che 
questa è la porzione che conferisce al complesso la sensi- 
bilità all’oligomicina. Il componente F; fu il primo fatto- 
re identificato come essenziale 
per la fosforilazione ossidativa: 
fu estratto per la prima volta 
dalla membrana mitocondria- 
le interna da Efraim Racker e 
dai suoi collaboratori nei pri- 
mi anni ’60. 

In laboratorio, piccole ve- 
scicole di membrana che si for- 
mano dalla membrana mito- 
condriale interna sono in gra- 
do di sintetizzare ATP in accop- 
piamento con il trasferimento 
degli elettroni. Quando la par- 
te Fj viene allontanata dalle vescicole per mezzo di un trat- 
tamento blando, esse mantengono ancora intatta la catena 
respiratoria e la porzione F, dell'ATP sintasi. Le vescico- 
le possono catalizzare il trasferimento degli elettroni dal 
NADH all’ossigeno, ma non possono produrre un gradiente 
protonico. F, ha un canale per i protoni attraverso il quale 
questi ioni possono passare a una velocità pari a quella del 
pompaggio dovuto al trasferimento degli elettroni; senza la 
formazione di un gradiente protonico le vescicole deplete 
di F; non possono produrre ATP La porzione F; isolata ca- 
talizza l’idrolisi di ATP (il contrario della sintesi) e origina- 
riamente è stata chiamata F, ATPasi. Quando F; purifica- 
to viene di nuovo aggiunto alle vescicole, esso si riassocia 
a EF, chiudendo il suo canale protonico e restituendo alla 
membrana la capacità di accoppiare il trasferimento pro- 
tonico alla sintesi di ATP. 


EE] 


Efraim Racker, 1913-1991 


e L'ATPvienestabilizzato più dell’ADP sulla superficie 

dell'enzima F, 

Gli esperimenti di scambio isotopico effettuati con F; pu- 
rificato hanno rivelato un fatto interessante riguardo al 
meccanismo d’azione dell’enzima: sulla superficie dell’en- 
zima, la reazione ADP+P; —> ATP+H;0 è facilmente 
reversibile; la variazione di energia libera per la sintesi di 
ATP è vicina allo zero! Quando l’ATP viene idrolizzato da 
F, in acqua marcata con !0, il P; rilasciato contiene un 
atomo di !50. In realtà, dopo accurate misure del conte- 
nuto di !80 nel P; formato in vitro dall’idrolisi di ATP ca- 
talizzata da Fi, si è potuto stabilire che il P; non contie- 
ne solo un atomo di ‘0, ma tre o anche quattro (Figura 
19.23). Ciò indica che il legame pirofosforico terminale 
della molecola di ATP viene scisso e riformato ripetuta- 
mente prima che il P; lasci la superficie dell'enzima. Con 
il P; libero di muoversi nel suo sito di legame, ciascuna 
idrolisi inserisce a caso !*0 in una delle quattro posizio- 
ni nella molecola di P;. Questa reazione di scambio av- 
viene solo in complessi F,F; privi di energia (con nessun 
gradiente protonico) oppure con F| isolato, in quanto lo 
scambio non richiede energia. 

Studi cinetici sulle velocità iniziali di sintesi e di idro- 
lisi di ATP confermano la conclusione che il AG'° per la 
sintesi di ATP sulla superficie dell’enzima ha un valore vi- 
cino allo zero. Da misurazioni effettuate sulla velocità di 
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Figura 19.23 Il meccanismo catalitico di F,. (a) Esperimenti 

di scambio di ‘#0. F; solubilizzato dalle membrane mitocondriali 
viene incubato con ATP in presenza di acqua marcata con '0. A vari 
intervalli viene prelevato un campione di questa soluzione, che viene 
poi analizzato per determinare l'incorporazione di '*0 nella molecola 
di P; prodotta dall'idrolisi di ATP. Dopo qualche minuto il P; contiene 
da tre a quattro atomi di '50, il che indica che durante l'incubazione 
sono avvenute sia l'idrolisi sia la sintesi di ATP. (b) Viene mostrato 

lo stato di transizione probabile per l'idrolisi e la sintesi dell'ATP da 
parte dell'ATP sintasi (derivata da PDB ID 1BMF). La subunità a è 
illustrata in colore grigio, quella f in viola. | residui con carica positiva 
B-Arg'8? e a-Arg?76 coordinano due atomi di ossigeno appartenenti 
all'intermedio fosfato pentavalente; il B-Lys!?? interagisce col 

terzo atomo di ossigeno, e lo ione Mg?* (la sfera verde) stabilizza 
ulteriormente l'intermedio. La sfera azzurra rappresenta il gruppo in 
uscita (H,0). Queste interazioni conducono al rapido equilibrio tra 
ATP e ADP + P; nel sito attivo. 


idrolisi (k, = 105 1) e di sintesi (k_j = 24 s 1), la costante 
di equilibrio calcolata per la reazione 


Enz-ATP — FEnz-(ADP + Pi) 


k_1 24 sl 
K'sg = - = 24 
ok 101" 
Da questa K'., il AG'° apparente calcolato è vicino allo 
zero. Ciò contrasta con la K'.q di circa 10° (AG’'° = —30,5 
kJ/mole) per l’idrolisi di ATP libero in soluzione (non sul- 


la superficie dell'enzima). 
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Figura 19.24 Diagrammi delle coordinate di reazione 
dell'ATP sintasi e di un enzima modello. In una reazione 
catalizzata da un enzima modello (a sinistra), la principale 
barriera energetica da superare è il raggiungimento dello 
stato di transizione (+) tra substrato e prodotto. Nella 
reazione catalizzata dall'ATP sintasi (a destra), la principale 
barriera energetica è il rilascio di ATP dall'enzima, e non la 
sua formazione. Anche se la variazione di energia libera per 
la formazione di ATP da ADP e P; in una soluzione acquosa 
è ampia e di segno positivo, il legame molto saldo dell'ATP 
all'enzima fornisce una quantità di energia di legame che 
abbassa l'energia libera dell'ATP legato all'enzima a valori 
simili a quella dell'ADP + P;. La reazione è quindi facilmente 


Coordinata di reazione 


Come si spiega questa enorme differenza? PATP sintasi 
rende l’ATP stabile quanto i suoi prodotti di idrolisi ADP e 
P;, legando più saldamente l’ATP e fornendo in questo mo- 
do l'energia necessaria per controbilanciare quella richie- 
sta per la sintesi dell'ATP stesso. Misure accurate delle co- 
stanti di legame dimostrano che FF; lega ’ATP con un’af- 
finità (Ka = 10 !° m) maggiore di quella con cui lega ’ADP 
(Ka = 10°? m). Questa differenza di K; corrisponde a circa 
40 kJ/mole di differenza di energia di legame, sufficiente a 
spostare l'equilibrio verso la formazione del prodotto ATP 


e  Ilgradiente di protoni favorisce il rilascio di ATP 

dalla superficie dell'enzima 
Anche se l’ATP sintasi porta all’equilibrio ’ATP con i suoi 
prodotti di idrolisi ADP + P,, PATP appena sintetizzato la- 
scia la superficie dell'enzima solo in presenza di un gra- 
diente protonico. È proprio il gradiente che provoca il rila- 
scio dell'ATP prodotto dalla superficie enzimatica. Il grafi- 
co della coordinata di reazione del processo (Figura 19.24) 
illustra la differenza tra il meccanismo d’azione dell'ATP 
sintasi e quello di molti altri enzimi che catalizzano rea- 
zioni endoergoniche. 

Per la continua sintesi di ATP l'enzima deve effettuare 
un ciclo tra una forma che lega saldamente l’ATP e una for- 
ma che lo rilascia. Studi chimici e cristallografici sull’ATP 
sintasi hanno rivelato le basi strutturali di questa alter- 
nanza di funzioni. 


e  Ognisubunità f3 dell'ATP sintasi può assumere 
tre diverse conformazioni 
Ogni complesso F; dei mitocondri è costituito da nove sub- 
unità di cinque tipi diversi, con la composizione a:B3yd£. 
Ciascuna delle tre subunità B ha un sito catalitico per la sin- 
tesi di ATP Le determinazioni 
cristallografiche della struttura 
di F; ottenute da John E. Walker 
e colleghi hanno rivelato dati 
strutturali molto utili per com- 
prendere il meccanismo catali- 
tico dell'enzima. La porzione Fi 
ha una forma a pomello simile a 
\\ una sfera schiacciata ai poli, al- 
John E. Walker ta8nmelarga 10 nm, costituita 


reversibile e la sua costante di equilibrio è vicina a 1. L'energia 
libera richiesta per il rilascio dell'ATP è fornita dalla forza 
motrice protonica. 


da un’alternanza di subunità a e B disposte come gli spicchi 
di un’arancia (Figura 19.25a, b, c). Nella struttura cristallo- 
grafica di F; i polipeptidi che costituiscono l'asta della mano- 
pola sono disposti asimmetricamente, con un dominio del- 
la singola subunità y che forma una specie di asse centrale 
che attraversa tutto il complesso F;, mentre un altro domi- 
nio di y è associato a una delle tre subunità B, detta subuni- 
tà B-vuota (Figura 19.25b). Anche se le sequenze ammino- 
acidiche delle tre unità sono identiche, le loro conformazioni 
differiscono, in parte a causa dell’associazione della subuni- 
tà y a una sola delle tre. Le strutture delle subunità è ed £ 
non sono state determinate in questi studi cristallografici. 

Le differenze conformazionali tra le subunità f si ri- 
flettono anche a livello dei loro siti di legame con ATP e 
ADP Quando i ricercatori cristallizzarono la proteina in 
presenza di ADP e di App(NH)p, un analogo struttura- 
le dell'ATP che però non viene idrolizzato dall’attività 
ATPasica di Fi}, il sito di legame di una delle tre subunità 
era occupato da App(NH)p, il secondo era occupato da 
ADP eil terzo era vuoto. Le corrispondenti conformazio- 
ni delle tre unità B sono perciò chiamate p-ATP, P-ADP 
e p-vuota (Figura 19.25b). Questa differenza nel legare i 
nucleotidi è fondamentale per il meccanismo d’azione 
dell'intero complesso. 


NHy 
Y B a 
ind | Ì 
H 
i i st pat 
0 0 "0 
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non idrolizzabile 


OH OH 
App(NH)p (B,y-imidoadenosina 5'-trifosfato) 


Il complesso F, che costituisce il canale protonico è 
composto da tre subunità a, b e c nelle seguenti proporzio- 
ni: ab:c,, dove n varia da 8 a 15 a seconda dell’organismo; 
nel lievito è 10. La subunità c è un polipeptide di piccole 
dimensioni (M, 8000) e molto idrofobico, costituito quasi 
interamente da due eliche transmembrana, con una pic- 
cola ansa che fuoriesce dal lato della membrana rivolto 
verso la matrice. La struttura cristallina di FF di lievito, 
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Figura 19.25 Il complesso dell'ATP sintasi mitocondriale. 
(a) Rappresentazione schematica del complesso della FF. 
(b) (PDB ID 1BMF e PDB ID 1JNV) Vista dall'alto del complesso 
F, (cioè dal lato n della membrana), che evidenzia le 

tre subunità B (ombreggiate in viola), le tre subunità a 
(ombreggiate in grigio) e lo stelo centrale (subunità y, in 
verde). Ciascuna subunità f, vicino alla sua interfaccia con la 
subunità a, ha un sito di legame per i nucleotidi, essenziale per 
la sua attività catalitica. La subunità y si associa a una delle tre 
coppie ap, forzando ciascuna delle tre subunità f a modificare 
la propria conformazione e l'affinità per i nucleotidi. 
Nell'enzima cristallino, una subunità (B-ADP) ha l'ADP (in 
giallo) legato nel sito di legame, la successiva subunità (B-ATP) 
ha nel sito attivo l’ATP (in rosso) e la terza (B-vuota) non ha 
nucleotidi legati. (c) Vista laterale dell'enzima intero (dal piano 
della membrana). La porzione F, (PDB ID 1BMF, 1JNV e 2A7U) 
ha tre subunità a e tre subunità f disposte come tre spicchi 

di un'arancia che si alternano intorno a uno stelo centrale, la 
subunità y (in verde). (Due subunità a e una subunità f sono 
state omesse per evidenziare la subunità y e i siti di legame 
dell'ATP e dell'ADP sulle subunità ft.) La subunità è conferisce 
la sensibilità all'oligomicina dell'ATP sintasi, e la subunità £ 
può servire in alcune circostanze a inibire l'attività ATPasica. La 
subunità F, è costituita da una subunità a e da due subunità 

b (PDB ID 2CLY e PDB ID 1B9U), che ancorano il complesso 
FoF alla membrana e agiscono da statore, mantenendo le 
subunità a e } nel posto corretto. F, comprende anche l'anello 
c, costituito da un certo numero (da 8 a 15, a seconda della 
specie) di subunità c identiche, piccole proteine idrofobiche. 
L'anello c e la subunità a interagiscono per fornire una via 
transmembrana ai protoni. Ciascuna subunità c ha vicino al 
centro della membrana un residuo di Asp, che può legare 

o rilasciare un protone. In questa struttura (PDB ID 1YCE) è 
riportato l'anello c,j della Na*-ATPasi di /lyobacter tartaricus, 
omologo a quello degli animali, la cui struttura è stata già 
determinata. | siti di legame dell'Na* nell'anello c;1, che 
corrispondono ai siti di legame dei protoni nel complesso F;F,, 
sono mostrati con gli ioni Na* (sfere rosse) legati. (d) Vista di 
F; perpendicolare alla membrana. Ogni subunità in F, ha un 
residuo di Asp essenziale vicino al centro della membrana, 
che va incontro a protonazione/deprotonazione durante 

il ciclo catalitico dell'ATP sintasi. Come in (c), le sfere rosse 
rappresentano i siti di legame degli ioni Na* o dei protoni 
presenti sui residui di Asp. 
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ottenuta nel 1999, mostra la disposizione delle subunità c. 
Nel lievito vi sono 10 subunità c, ciascuna con due eliche 
transmembrana approssimativamente perpendicolari al 
piano della membrana e disposte in due cerchi concentri- 
ci. Il cerchio interno è costituito dalle eliche amminoter- 
minali di ciascuna subunità c; il cerchio più esterno, con 
un diametro di circa 55 À, è formato dalle eliche carbossi- 
terminali. Le subunità c dell'anello c ruotano insieme come 
un'unica unità intorno a un asse perpendicolare alla mem- 
brana. Le subunità € e y di Fj costituiscono una struttu- 
ra del tipo “gamba e piede”, che si proietta dal basso di Fj 
(l'estremità più vicina alla membrana) verso l’alto; questa 
struttura è saldamente legata all’anello delle subunità c. 
La subunità a è costituita da diverse eliche idrofobiche che 
attraversano la membrana in associazione molto stretta 
a una delle subunità c dell’anello c. Il disegno schemati- 
co nella Figura 19.25a mette in risalto queste organizza- 
zioni strutturali, ottenute da studi effettuati su F, di bue, 
su FF; di lievito e sull’anello c dell’Ilyobacter tartaricus. 


e Lacatalisi rotazionale è alla base del meccanismo 

di sintesi dell'ATP mediato dall'alterazione del legame 
Basandosi sui dettagliati studi cinetici di legame delle rea- 
zioni catalizzate da F,F1, Paul Boyer propose un meccani- 
smo di catalisi rotazionale in cui i tre siti attivi di F; ca- 
talizzano a turno la sintesi di ATP (Figura 19.26). Una da- 
ta subunità B comincia il ciclo di catalisi nella sua confor- 
mazione B-ADP legando ADP e P; recuperati dall’ambien- 
te circostante. A questo punto 
la subunità cambia la sua con- 
formazione, assumendo la for- 
ma B-ATP che lega saldamen- 
te e stabilizza l’ATP, generan- 
do uno stato di equilibrio tra 
ADP + P; e ATP sulla superfi- 
cie dell'enzima. Infine, la sub- 
unità modifica ulteriormen- 
te la sua conformazione, as- 
sumendo quella B-vuota, che 
ha pochissima affinità per 
l’ATB e il nucleotide appena sintetizzato lascia la super- 
ficie dell'enzima. Un altro ciclo di catalisi ha inizio quan- 
do questa subunità assume di nuovo la forma B-ADP e le- 
ga ADP e P,. 

Le modificazioni conformazionali alla base di questo 
meccanismo sono dovute al passaggio di protoni attraver- 
so la porzione F, dell'ATP sintasi. Il flusso di protoni attra- 
verso il “poro” F, provoca la rotazione del cilindro costituito 
dalle subunità c e dalla subunità y a esso associata intorno 
all’asse della stessa subunità y, perpendicolare al piano del- 
la membrana. La subunità y attraversa il centro della strut- 
tura sferoidale 33, che è tenuta fissa rispetto alla super- 
ficie della membrana dalle subunità b; e è (Figura 19.25a). 
Ogni rotazione di 120° pone y in contatto con una diversa 
subunità [, e questo contatto costringe la subunità f ad as- 
sumere la conformazione ft-vuota. 

Le tre subunità } interagiscono tra di loro in modo tale 
che quando una assume la conformazione f-vuota la sub- 
unità presente su un lato deve assumere la forma B-ADP, 
mentre quella sull'altro lato acquista la forma p-ATP In 


Paul Boyer 
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Figura 19.26 Modello di “alterazione di legame” dell’ATP 
sintasi. Il complesso F, ha tre siti non equivalenti per il legame 

dei nucleotidi adenilici, uno per ciascuna coppia di subunità a e 

B. In ogni momento uno di questi siti si trova nella conformazione 
B-ATP (che lega saldamente l’ATP), il secondo si trova nella 
conformazione f-ADP (che lega debolmente l'ATP), mentre il terzo 
è nella conformazione B-vuota (che lega molto debolmente l'ATP). 
La forza motrice protonica provoca la rotazione dello stelo centrale, 
la subunità y indicata da una freccia verde, che viene a contatto 

in successione con ciascuna subunità af. Il contatto genera una 
modificazione conformazionale cooperativa in cui il sito B-ATP 
assume la conformazione f-vuota e l'ATP si dissocia; il sito B-ADP 
assume la conformazione B-ATP, che promuove la condensazione 
dell'ADP e del P; a esso legati, formando ATP; il sito B-vuoto assume 
la conformazione B-ADP e lega ADP e P; provenienti dal solvente. 
Questo modello, basato su numerosi dati sperimentali, comporta che 
almeno due dei tre siti catalitici si alternino nella loro azione. L'ATP 
non può essere rilasciato da un sito se l’ADP e il P;non sono legati 
all'altro. 


questo modo per ogni rotazione completa della subunità y 
ogni subunità B compie un ciclo attraverso le tre possibili 
conformazioni, e per ogni rotazione vengono sintetizzate e 
rilasciate dalla superficie dell'enzima tre molecole di ATP. 
Questo modello di alterazione di legame fa pensare 
che la subunità y possa ruotare in una direzione quando 
F,Fi sta sintetizzando ATP e nella direzione opposta quan- 
do sta idrolizzando ATP Questa ipotesi è stata conferma- 
ta dagli esperimenti effettuati nei laboratori di Masasuke 
Yoshida e Kazuhiko Kinosita Jr. La rotazione di y in una 
singola molecola di F; è stata determinata microscopica- 
mente attaccando a questa subunità y un lungo e sottile 
polimero di actina fluorescente e osservando i suoi mo- 
vimenti rotazionali rispetto ad a3B3 immobilizzato su un 
vetrino quando l’ATP veniva idrolizzato. (In questo esperi- 
mento non è stato possibile valutare la rotazione in senso 
inverso attesa quando l’ATP veniva sintetizzato; non era 
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Figura 19.27 Dimostrazione sperimentale della rotazione di F, 

e di y.F, geneticamente modificato in modo da contenere una serie di 
residui di His è stato fatto aderire a un vetrino ricoperto con un complesso 
Ni; inoltre, a una subunità c è stata associata la biotina mediante 

un legame covalente. La proteina avidina, che lega la biotina molto 
saldamente, è stata associata a un lungo filamento di actina fluorescente. 
Il complesso biotina-avidina unisce il filamento di actina alla subunità 

c. Si è visto che quando viene fornito ATP come substrato per l'attività 
ATPasica di F, il filamento fluorescente ruota continuamente in una sola 
direzione, dimostrando che ruota anche il cilindro F, della subunità c. In 
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infatti presente un gradiente protonico per alimentare la 
sintesi dell'ATP) Quando l’intero complesso FF (non so- 
lo F;) veniva usato in esperimenti del tutto analoghi, l’in- 
tero anello delle subunità c ruotava con y (Figura 19.27). 
I“asta” ruotava di 360° nella direzione prevista. La rota- 
zione non era però continua, ma avveniva in tre tappe di- 
stinte di 120°. Tenuto conto della velocità nota di idrolisi 
dell’ATP da parte di una molecola di Fi e delle limitazioni 
frizionali dovute al lungo polimero di actina, l'efficienza 
di questo meccanismo che converte l’energia chimica in 
movimento è quasi del 100%. Come disse Boyer, si tratta 
di “una splendida macchina molecolare!”. 

e Inchemodoilflusso protonico attraverso il complesso F, 
produce un movimento rotatorio? 

La Figura 19.28 riporta un modello che spiega come il flus- 
so di protoni e il movimento rotazionale siano accoppiati 
nel complesso F.. Le singole subunità presenti in F, sono 
disposte in cerchio intorno a un nucleo centrale che, pro- 
babilmente, è riempito con lipidi di membrana. In ciascu- 
na subunità c un residuo di Asp (o di Glu) essenziale è si- 
tuato circa al centro della membrana. I protoni attraver- 
sano la membrana lungo una via formata dalle subunità a 
e c. La subunità a ha un semicanale protonico che porta 
dal citosol (lato P) al centro della membrana e termina vi- 
cino al residuo di Asp della subunità c adiacente. Un pro- 
tone diffonde dal versante citosolico (dove la concentra- 
zione protonica è relativamente elevata) lungo il semica- 
nale e si lega al residuo di Asp, spostando un residuo di Arg 
carico positivamente che era associato al residuo di Asp. 
Questo residuo di Arg scivola di lato, formando un’intera- 
zione ionica con l’Asp della subunità c adiacente nell’anel- 
lo e rimuovendo il protone da quel residuo di Asp. Que- 
sto protone adiacente esce attraverso il secondo semicana- 
le e raggiunge la parte n, dove la concentrazione protoni- 


un altro esperimento il filamento di actina era attaccato direttamente alla 
subunità y. La serie di microfotografie a fluorescenza (da sinistra a destra) 
mostra la posizione del filamento di actina a intervalli di 133 ms. Si noti 
che quando il filamento ruota compie un salto ogni undici fotogrammi 
circa. Presumibilmente il cilindro e l'asse si muovono come un unico 
insieme. 


ca è relativamente bassa, completando così il movimento 
di un equivalente protonico dall’esterno all’interno del- 
la matrice. Ora un altro protone è entrato nel semicana- 
le dal lato citosolico, si è trasferito al residuo di Asp del- 
la subunità c successiva, protonando il carbossile di Asp 
e spostando nuovamente il residuo di Arg, che a sua vol- 
ta rimuove un protone dalla subunità c a fianco e così via. 
Il movimento rotatorio dell’anello c è il risultato dei moti 
termici (browniani), resi unidirezionali dalla grande diffe- 
renza nella concentrazione protonica tra le due facce del- 
la membrana. Il numero dei protoni che deve essere tra- 
sferito per produrre una rotazione completa dell'anello c 
è uguale al numero delle subunità c presenti nell'anello. 
Gli studi condotti sull’anello c utilizzando un microscopio 
a forza atomica (Box 19.2) o la diffrazione ai raggi X han- 
no dimostrato che il numero delle subunità c varia da or- 
ganismo a organismo (Figura 19.29). Nei mitocondri degli 
animali questo numero è pari a 8, nei mitocondri di lievi- 
to e di E. coli è 10, ma il numero di subunità c può arriva- 
re fino a un massimo di 15, come nel caso del cianobatte- 
rio Spirulina platensis. Si ritiene che la velocità di rotazio- 
ne nei mitocondri intatti sia di circa 6000 giri al minuto, 
l'equivalente di 100 rotazioni al secondo. 

e l'accoppiamento chemiosmotico permette stechiometrie 
espresse da numeri non interi tra il consumo di ossigeno 

e la sintesi di ATP 

Prima che ci fosse un generale accordo sul modello che- 
miosmotico per la fosforilazione ossidativa, si supponeva 
che l’intera reazione seguisse il seguente tipo di equazione: 


xADP + xP; + 30, + H* + NADH + 
xATP + H;0 + NAD* (19.11) 


in cui il valore di x, talvolta chiamato rapporto P/O o rap- 
porto P/2e”, è sempre un numero intero. Quando mito- 
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Figura 19.28 Un modello che spiega la rotazione dell'anello c 
indotta dai protoni. La subunità a del complesso F, dell'ATP sintasi 
(vedi la Figura 19.25a) ha due semicanali idrofilici per i protoni, uno 
che porta dal lato p al centro della membrana e l'altro che porta dal 
centro della membrana al lato n (matrice). Le singole subunità c 
presenti in F, (10 nell'enzima del lievito) sono disposte in cerchio 
intorno a un nucleo centrale. Ciascuna subunità c ha un residuo 

di Asp essenziale a circa metà della membrana, che può donare o 
accettare un protone (gli H* sono mostrati in rosso). La subunità a 

ha una catena laterale di un'Arg carica positivamente che forma 
un'interazione elettrostatica con il carbossilato carico negativamente 
del residuo di Asp presente sulla subunità c adiacente. Questa 
subunità c è inizialmente posizionata in modo che il protone che 
entra nel semicanale dal lato p (dove la concentrazione protonica 

è relativamente elevata) possa incontrare e legarsi al residuo di 

Asp, indebolendo la sua interazione con il residuo di Arg. La catena 
laterale dell'Arg ruota verso il residuo di Asp protonato della 
subunità c seguente e rimuove il suo protone carbossilico nel 
momento in cui si forma una nuova interazione tra i residui di Arg e 
di Asp. Il protone rilasciato si muove attraverso il secondo semicanale 
della subunità a e passa sul lato n. La subunità c, con il suo residuo 

di Asp deprotonato, si muove in modo che la sua coppia Arg-Asp 

si affacci sul semicanale dal lato p, cominciando un secondo ciclo: 
ingresso del protone, protonazione dell'Asp, movimento dell'Arg e 
uscita del protone. La rotazione dell'anello avviene per moto termico 
(browniano) ed è effettivamente a tappe; il gradiente protonico 
determina la direzione del flusso protonico e rende la rotazione 
dell'anello c praticamente unidirezionale. 


Box 19.2 £ [\l 


Nel microscopio a forza atomica (AFM), la punta sot- 
tile di una sonda microscopica attaccata a un braccio 
di sostegno (cantilever) flessibile è guidata attraverso 
una superficie irregolare come una membrana 
(Figura 1). Le interazioni elettrostatiche e di van der 
Waals tra la punta e il campione producono una forza 
che muove la sonda su e giù (nella dimensione z) 
quando incontra rilievi e avvallamenti nel campione. 
Il fascio laser riflesso dal braccio è sensibile a movi- 
menti di appena 1 À. In un tipo di microscopio a forza 
atomica, la forza di una sonda è mantenuta costante 
(relativamente a una forza standard, nell’ordine di 
piconewton) da un circuito a feedback, che costringe 
la piattaforma con il campione a oscillare, alzandosi 
e abbassandosi, per mantenere la forza costante. Una 
serie di scansioni nelle dimensioni x e y (il piano della 
membrana) fornisce una mappa dei contorni tridi- 
mensionali della superficie, con una risoluzione pros- 
sima alla scala atomica di 0,1 nm nella dimensione 
verticale, da 0,5 a 1,0 nm nelle dimensioni laterali. 
In casi favorevoli, l’AFM può essere utilizzato per stu- 
diare singole molecole proteiche di membrana, quali 
le subunità c del complesso F, (Figura 19.29c, d). 


condri intatti sono sospesi in una soluzione contenente un 
substrato ossidabile come il succinato o il NADH e ricca di 
ossigeno, è possibile valutare facilmente la sintesi di ATP 
e anche la diminuzione di O.. In linea di principio, i valori 
di queste due determinazioni dovrebbero così specificare 
il numero di ATP sintetizzato durante il consumo di 30, 


pio a forza atomica serve a visualizzare le proteine dimembrana 
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Le oscillazioni sulla dimensione dell’asse z 
vengono riportate in grafico in funzione di x, y. 


cioè il rapporto P/O. Determinare il valore di P/O è com- 
plicato dal fatto che i mitocondri intatti consumano ATP in 
varie reazioni della matrice e consumano ossigeno anche 
per scopi non strettamente associati alla fosforilazione 0s- 
sidativa. Il contributo di queste reazioni che interferisco- 
no deve essere valutato con molta attenzione e il calcolo 
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Figura 19.29 | diversi organismi hanno quantità diverse di 
subunità c nell'anello c del complesso F,. È stata determinata la 
struttura dell'anello c di diverse specie utilizzando la cristallografia 
ai raggi X. Ciascuna elica presente nell'anello interno è metà di 

una subunità c a forma di forcina. L'anello esterno delle eliche 
costituisce l’altra metà della struttura a forcina. Le viste dell'anello c 
perpendicolari alla membrana mostrano il numero delle subunità c 
per (a) i mitocondri bovini (8) e (b) i mitocondri di lievito (10). Il 
microscopio a forza atomica è stato utilizzato per vedere gli anelli c 
(c) del batterio termofilo della specie Bacillus TA2.A1 (13) e 

(d) degli spinaci (14). In accordo con il modello proposto mostrato nella 
Figura 19.28, numeri differenti di subunità c nell'anello c dovrebbero 
risultare in rapporti diversi di ATP formati per ogni coppia di elettroni 
che passa attraverso la catena respiratoria (rapporti P/O differenti). 


del rapporto P/O deve essere corretto in funzione del loro 
contributo. Molti esperimenti hanno prodotto rapporti di 
P/O (ATP per30;) compresi tra 2 e 3 quando il donatore di 
elettroni era il NADH, e rapporti compresi tra 1 e 2 quan- 
do a donare gli elettroni era il succinato. Presumendo che 
P/O dovesse essere un numero intero, la maggior parte de- 
gli scienziati convenne che i rapporti di P/O erano uguali 
a 3 quando il donatore di elettroni era il NADH ed erano 
uguali a 2 quando il donatore era il succinato; per parecchi 
anni questi valori furono riportati in tutti gli articoli scien- 
tifici e nei libri di testo. 

Lintroduzione della teoria chemiosmotica per il pro- 
cesso di accoppiamento della sintesi di ATP con il trasfe- 
rimento elettronico consentì di ipotizzare che il rapporto 
P/O non fosse necessariamente un numero intero. I princi- 
pali interrogativi da risolvere erano: quanti protoni vengo- 
no pompati all’esterno grazie al trasferimento degli elettro- 
ni da una molecola di NADH all’ossigeno, e quanti protoni 
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fluiscono all’interno attraverso il complesso F,Fi per pro- 
durre la sintesi di una molecola di ATP? Misurare i flussi 
protonici è tecnicamente complicato; bisogna tener con- 
to delle capacità tamponanti dei mitocondri, della perdita 
non produttiva di protoni attraverso la membrana inter- 
na e dell’uso del gradiente protonico per funzioni diver- 
se dalla sintesi dell’ATP, come per esempio il trasporto di 
substrati attraverso la membrana mitocondriale (descritto 
in seguito). Si è stabilito in modo concorde che il numero 
di protoni pompati fuori per coppia di elettroni trasporta- 
ti sia pari a 10 peril NADH e a 6 per il succinato (che tra- 
sferisce elettroni nella catena respiratoria a livello dell’u- 
bichinone). Inoltre si è ampiamente concordato che il nu- 
mero di protoni necessari per la sintesi di una molecola 
di ATP sia pari a 4: uno di essi è usato per trasportare P,, 
ATP e ADP attraverso la membrana mitocondriale (vedi 
sotto). Se vengono pompati fuori 10 protoni per moleco- 
la di NADH e ne rifluiscono 4 all’interno per sintetizzare 
una molecola di ATP il rapporto basato sui protoni P/O è 
2,5 quando il donatore di elettroni è il NADH e 1,5 (6/4) 
quando il donatore è il succinato. 


e Laforza motrice protonica fornisce energia 

al trasporto attivo 
La funzione principale del gradiente protonico nei mito- 
condri è di fornire energia per la sintesi di ATP durante la 
fosforilazione ossidativa. Tuttavia questa energia può ser- 
vire anche a favorire diversi processi di trasporto essen- 
ziali per la fosforilazione ossidativa. Abbiamo visto che la 
membrana mitocondriale interna è in genere impermea- 
bile alle specie cariche, ma due sistemi specifici presenti 
in questa membrana trasportano ADP e P; nella matrice e 
ATP nel citosol (Figura 19.30). 

La traslocasi dei nucleotidi adeninici, una protei- 
na integrale della membrana mitocondriale interna, lega 
una molecola di ADP*7 nello spazio intermembrana e la 
trasporta nella matrice, scambiandola con una molecola 
di ATP'” che contemporaneamente esce dalla matrice (ve- 
di la Figura 13.11 per quanto riguarda le forme ioniche di 
ADP e ATP). Dato che questo antiporto trasporta quattro 
cariche negative all’esterno e tre all’interno, la sua attivi- 
tà viene favorita dal gradiente elettrochimico transmem- 
brana, che conferisce alla matrice una carica netta nega- 
tiva; la forza motrice protonica favorisce lo scambio tra 
ADP e ATP La traslocasi dei nucleotidi adeninici è inibi- 
ta selettivamente dall’atrattiloside, un glucoside vegetale 
tossico prodotto da una specie di cardo. Se il trasporto di 
ADP all’interno dei mitocondri e quello di ATP all’ester- 
no sono inibiti, si ha come conseguenza l’impossibilità di 
rigenerare ATP dall’ADP citosolico, il che spiega la tossi- 
cità dell’atrattiloside. 

Un secondo sistema di trasporto di membrana essen- 
ziale per la fosforilazione ossidativa è la fosfato traslocasi, 
un simporto che trasferisce nella matrice uno ione H;POy 
e uno ione H*. Anche questo processo è favorito dal gra- 
diente protonico transmembrana (Figura 19.30). Dobbia- 
mo notare che per questo trasporto è richiesto il passaggio 
di un protone dal lato p al lato n della membrana interna, 
con il consumo di parte dell’energia prodotta dal trasfe- 
rimento degli elettroni. Dai mitocondri può essere isola- 
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Figura 19.30 Traslocasi dei nucleotidi adeninici e fosfato 
traslocasi. Sistemi di trasporto presenti nella membrana 
mitocondriale interna portano ADP e P; nella matrice e consentono 
all'ATP appena sintetizzato di uscire nel citosol. La traslocasi dei 
nucleotidi adeninici è un antiporto; la stessa proteina trasferisce 
l'ADP nella matrice e l'ATP all’esterno. Il trasporto, sostituendo una 
molecola di ATP4” con una di ADP37, ha come risultato un efflusso 

di cariche negative, favorito dal fatto che la matrice è più negativa 
rispetto all'esterno. A pH 7, il P; è presente sia sotto forma di HPO7" 
sia di H,PO4, ma la fosfato traslocasi è specifica per H,POy. Non 

vi è flusso netto di cariche durante il simporto H,POj e H*, ma la 
bassa concentrazione di protoni nella matrice favorisce il passaggio 
degli ioni H* in questa direzione. Quindi la forza motrice protonica 
fornisce l'energia necessaria alla sintesi di ATP da parte dell'ATP 
sintasi, ma contribuisce anche a trasportare i substrati (ADP e P;) nella 
matrice e i prodotti (ATP) fuori dalla matrice mitocondriale. Tutti e tre 
questi sistemi di trasporto possono essere isolati come un singolo 
complesso legato alla membrana (l'ATP sintasoma). 


to mediante solubilizzazione con detergenti un comples- 
so contenente l’ATP sintasi e le due traslocasi, ATP sin- 
tasoma; l’esistenza di questo complesso suggerisce che le 
funzioni delle tre proteine siano strettamente integrate. 


Ss Stechiometria della produzione dell'ATP: 


effetti della dimensione dell'anello c 
(a) Se i mitocondri bovini hanno 8 subunità c per ogni anel- 
lo c, qual è il rapporto previsto dell'ATP formato per ogni 
NADH ossidato? (b) Qual è il valore previsto per i mito- 
condri di lievito che hanno invece 10 subunità c? (c) Quali 
sono i valori corrispondenti per gli elettroni che entrano 
nella catena respiratoria dal FADH,;? 


Soluzione (a) La domanda ci chiede di determinare 
quante molecole di ATP vengono prodotte per ogni mo- 
lecola di NADH. Questo è un altro modo per chiederci di 
calcolare il rapporto P/O, cioè x nell’Equazione 19.11. Se 
l’anello c ha 8 subunità, una rotazione completa trasferi- 
rà quindi 8 protoni alla matrice e produrrà 3 molecole di 
ATP. Ma questa sintesi richiede anche il trasporto di 3 P; 
all’interno della matrice, al costo di 1 protone ciascuno, ag- 
giungendo quindi altri 3 protoni al numero totale neces- 
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sario. Ciò porta il costo totale a (11 protoni)/(3 ATP) = 3,7 
protoni/ATP Il valore concordato per il numero di proto- 
ni pompati all’esterno per ciascuna coppia di elettroni tra- 
sferita dal NADH è 10 (vedi la Figura 19.19). Quindi, l’os- 
sidazione di 1 NADH produce (10 protoni)/(3,7 protoni/ 
ATP) = 2,7 ATP. 

(b) Se l'anello c ha 10 subunità, una singola rotazione 
trasferirà nella matrice 10 protoni e produrrà 3 molecole 
di ATP. Aggiungendo i 3 protoni per trasportare i 3 P; nella 
matrice si porta il costo totale a (13 protoni)/(3 ATP) = 4,3 
protoni/ATP Lossidazione di 1 NADH produce (10 proto- 
ni)/(4,3 protoni/ATP) = 2,3 ATP 

(c) Quando gli elettroni entrano nella catena respirato- 
ria dal FADHy; (a livello dell’ubichinone), sono disponibili 
solamente 6 protoni per alimentare la sintesi dell’ATP Quin- 
di, per i mitocondri bovini, si ha ora (6 protoni)/(3,7 pro- 
toni/ATP) = 1,6 ATP per ciascuna coppia di elettroni pro- 
venienti dal FADH,. Per i mitocondri di lievito, il calcolo è 
(6 protoni)/(4,3 protoni/ATP) = 1,4 ATP per ciascuna cop- 
pia di elettroni provenienti dal FADH,. 

I valori calcolati di x o del rapporto P/O indicano me- 
diamente 2,5 ATP/NADH e 1,5 ATP/FADH,, ed è per que- 
sto motivo che questi due valori verranno utilizzati in tut- 
to il testo. 


e Sisteminavetta (shutt/e) trasferiscono gli equivalenti 
riducenti del NADH citosolico nei mitocondri 

La NADH deidrogenasi della membrana mitocondriale in- 
terna delle cellule animali accetta elettroni solo dal NADH 
presente nella matrice. Dato che la membrana interna non 
è permeabile al NADH citosolico, come viene riossidato il 
NADH prodotto dalla glicolisi nel citosol e come arrivano 
i suoi elettroni alla catena respiratoria e quindi all’ossige- 
no? Speciali sistemi navetta (shuttle) trasportano gli equi- 
valenti riducenti dal NADH citosolico all’interno dei mi- 
tocondri mediante una via indiretta. Il sistema navetta più 
attivo, che funziona nei mitocondri di fegato, reni e cuore, 
è lo shuttle del malato-aspartato (Figura 19.31). Gli equi- 
valenti riducenti del NADH citosolico sono prima trasferi- 
ti all’ossalacetato citosolico, producendo malato mediante 
l’azione della malato deidrogenasi citosolica. Il malato at- 
traversa poi la membrana interna ed entra nella matrice, 
traslocato dal sistema di trasporto dell’a-chetoglutarato. 
All’interno della matrice gli equivalenti riducenti torna- 
no al NAD*, formando NADH, in una reazione catalizza- 
ta dalla malato deidrogenasi della matrice mitocondriale. 
Questo NADH può ora trasferire i suoi elettroni alla cate- 
na respiratoria sulla membrana mitocondriale interna. Per 
ogni coppia di elettroni che arriva all’ossigeno sono pro- 
dotte 2,5 molecole di ATP L’ossalacetato citosolico viene 
rigenerato da reazioni di transamminazione e dall’azione 
di trasportatori specifici, in modo da iniziare un altro ci- 
clo del sistema navetta. 

Nel muscolo scheletrico e nel cervello agisce un altro 
sistema navetta, chiamato shuttle del glicerolo 3-fosfato 
(Figura 19.32). Questo sistema navetta differisce da quello 
del malato-aspartato in quanto trasporta equivalenti ridu- 
centi dal NADH al Complesso III (via ubichinone) e non 
al Complesso I (vedi la Figura 19.8), fornendo una quan- 
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Figura 19.31 Sistema navetta (shuttle) del malato-aspartato. 
Questo sistema navetta per il trasporto degli equivalenti riducenti dal 
NADH citosolico alla matrice mitocondriale è attivo nel fegato, nei reni 
e nel cuore. © Il NADH citosolico entra nello spazio intermembrana 
attraverso delle aperture nella membrana esterna (porine), poi passa 

i suoi due equivalenti riducenti all'ossalacetato per produrre malato. 

@ Il malato viene trasportato attraverso la membrana interna dal 
trasportatore malato-a-chetoglutarato. © Nella matrice il malato 
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trasferisce i suoi due equivalenti riducenti al NAD*; il NADH così 
generato viene poi riossidato dalla catena respiratoria mitocondriale. 
L'ossalacetato, il prodotto di ossidazione del malato, non può ritornare 
direttamente nel citosol e quindi viene prima transamminato ad 
aspartato ©, che può uscire dai mitocondri attraverso il trasportatore 
glutammato-aspartato @. L'ossalacetato viene rigenerato nel citosol e 
G il ciclo è così completato. 


tità di energia sufficiente alla formazione di 1,5 molecole 
di ATP per coppia di elettroni. 

I mitocondri delle piante superiori possiedono una 
NADH deidrogenasi orientata verso l'esterno, capace così di 
trasferire gli elettroni direttamente dal NADH citosolico al- 
la catena respiratoria a livello dell’ubichinone. Poiché que- 
sta via non utilizza la NADH deidrogenasi del Complesso I 
e viene a mancare la relativa traslocazione dei protoni, la re- 
sa in molecole di ATP che si ha con l’ossidazione del NADH 
citosolico è inferiore a quella del NADH generato nella ma- 
trice (vedi il Box 19.1). 


Figura 19.32 Il sistema navetta (shuttle) del glicerolo 3-fosfato. 
Questo sistema alternativo di trasferimento degli equivalenti 
riducenti dal citosol ai mitocondri è attivo nel muscolo scheletrico 

e nel cervello. Il diidrossiacetone fosfato nel citosol accetta due 
equivalenti riducenti dal NADH citosolico in una reazione catalizzata 
dalla glicerolo 3-fosfato deidrogenasi, anch'essa citosolica. Un isozima 
della glicerolo 3-fosfato deidrogenasi legato alla faccia esterna della 
membrana mitocondriale interna trasferisce poi due equivalenti 
riducenti dal glicerolo 3-fosfato presente nello spazio intermembrana 
all'ubichinone. Si noti che questo sistema navetta non coinvolge 
sistemi di trasporto attraverso la membrana. 
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SOMMARIO 19.2 
La sintesi dell'ATP 

e Il flusso di elettroni attraverso i Complessi I, II e IV 
determina il pompaggio di protoni attraverso la mem- 
brana mitocondriale interna, rendendo la matrice più 
alcalina dello spazio intermembrana. Questo gradiente 
protonico fornisce all’ATP sintasi (complesso F,F1) l’e- 
nergia necessaria (sotto forma di forza motrice proto- 
nica) per la sintesi di ATP da ADP e P.. 

e LATP sintasi effettua una “catalisi rotazionale”, nella 
quale il flusso di protoni attraverso F, induce ciascu- 
no dei tre siti attivi di F, a passare ciclicamente da 
una conformazione legata ad (ADP + P;) a una legata 
all’ATP e a una vuota. 

e La formazione di ATP sull’enzima richiede poca ener- 
gia; la funzione della forza motrice protonica è di 
espellere ’ATP dal suo sito di legame alla sintasi. 

* Il rapporto tra ATP sintetizzato e}. ridotto a H;0 (il 
rapporto P/O) è circa 2,5 quando gli elettroni entrano 
nella catena respiratoria a livello del Complesso I, e 1,5 
quando gli elettroni entrano a livello dell’ubichinone. 
Questo rapporto può in qualche modo variare in orga- 
nismi diversi, in base al numero delle subunità c pre- 
senti nel complesso di F.. 

e L'energia conservata dal gradiente protonico può gui- 
dare il trasporto di soluto attraverso una membrana 
contro il suo gradiente. 

e La membrana mitocondriale interna è impermeabi- 
le a NADH e NADÈ, ma gli equivalenti riducenti del 
NADH sono trasferiti dal citosol alla matrice da uno 
dei due sistemi navetta. Gli equivalenti riducenti tra- 
sportati dallo shuttle del malato-aspartato entrano 
nella catena respiratoria attraverso il Complesso I, 
con un rapporto P/O di 2,5; quelli trasportati dallo 
shuttle del glicerolo 3-fosfato entrano nella catena 
respiratoria attraverso l’ubichinone, con un rapporto 
P/O di 1,5. 


Regolazione della fosforilazione 
ossidativa 


La fosforilazione ossidativa produce la maggior parte 
dell’ATP generato nelle cellule aerobiche. La completa os- 
sidazione di una molecola di glucosio a CO; rende 30 o 32 
molecole di ATP (Tabella 19.5). La glicolisi, invece, in con- 
dizioni anaerobiche (fermentazione a lattato) rende solo 
2 molecole di ATP per molecola di glucosio. Chiaramente 
il processo evolutivo della fosforilazione ossidativa ha por- 
tato a un aumento enorme dell’efficienza energetica del 
catabolismo. La completa ossidazione del palmitato (16:0) 
legato al coenzima A (palmitil-CoA), un processo catabo- 
lico che avviene nella matrice mitocondriale, produce 108 
ATP per molecola di acido grasso attivato (vedi la Tabella 
171). Un simile calcolo può essere effettuato per l’ossida- 
zione di ciascun amminoacido (Capitolo 18). Si può quin- 
di concludere che le vie ossidative acrobiche mediante le 
quali si ha il trasferimento di elettroni all’O; accoppiato 
alla fosforilazione ossidativa rendono conto della grande 
quantità di ATP prodotto durante il catabolismo. È quin- 
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di essenziale che la produzione di ATP tramite la fosfori- 
lazione ossidativa venga regolata in modo da soddisfare i 
diversi e variabili fabbisogni cellulari. 


e La fosforilazione ossidativa è regolata dal fabbisogno 
energetico cellulare 

La velocità della respirazione (consumo di O:) nei mito- 
condri è strettamente controllata; in genere è limitata dal- 
la disponibilità di ADP quale substrato per la fosforilazio- 
ne. Come abbiamo visto nella Figura 19.20b, la dipenden- 
za della velocità di consumo di O; dalla concentrazione 
dell’accettore del gruppo fosforico, l’ADP, chiamata con- 
trollo da accettore della respirazione, può essere quasi 
assoluta. In alcuni tessuti animali il rapporto tra la veloci- 
tà massima di consumo dell’ossigeno in presenza di con- 
centrazioni ottimali di ADP e la velocità basale in assenza 
di ADP detto rapporto di controllo da accettore, ha un 
valore almeno di 10. 

La concentrazione intracellulare di ADP è una misura 
dello stato energetico della cellula. Un altro modo per valu- 
tare lo stato energetico della cellula è il rapporto di azione 
di massa del sistema ATP-ADP: [ATP]/([ADP][P;]). Que- 
sto rapporto è normalmente molto elevato, quindi il siste- 
ma ATP-ADP è quasi completamente fosforilato. Quando 
la velocità di qualche processo che richiede energia all’in- 
terno della cellula (per esempio, la sintesi delle proteine) 
tende ad aumentare, vi è un incremento anche nella demo- 
lizione dell'ATP ad ADP e P,, che abbassa il valore del rap- 
porto di azione di massa. Avendo a disposizione più ADP 
per la fosforilazione ossidativa, la velocità della respirazio- 
ne aumenta, determinando la rigenerazione dell'ATP La 
sintesi di ATP continua fino a che il rapporto di azione di 
massa non raggiunge il suo valore massimo; a questo pun- 
to la respirazione tende a rallentare. La velocità di ossida- 
zione delle sostanze nutrienti è regolata con una sensibili- 
tà e una precisione così elevate che il rapporto di azione di 
massa si modifica solo di poco nella maggior parte dei tes- 
suti, anche se la domanda energetica della cellula varia con- 
siderevolmente. In sostanza, V’ATP viene formato solo alla 
velocità con cui viene consumato per le attività cellulari che 
richiedono energia. 


e Una proteinainibitrice impedisce l'idrolisi dell'ATP 
durante l’ipossia 

Abbiamo visto che l’ATP sintasi può agire come pompa 
protonica guidata dall’ATP catalizzando la reazione in- 
versa rispetto alla sintesi dell’ATP (vedi la Figura 11.39). 
Quando una cellula è in uno stato di ipossia (privata di 0s- 
sigeno), come avviene durante un attacco di cuore o un 
colpo apoplettico, il trasferimento di elettroni all’ossigeno 
e il pompaggio di protoni si interrompono, e la forza mo- 
trice protonica collassa immediatamente. In queste condi- 
zioni l’ATP sintasi potrebbe agire in modo opposto, idroliz- 
zando l’ATP per pompare i protoni nella direzione inversa 
e causando una disastrosa riduzione dei livelli di ATP. Ciò 
viene impedito dalla piccola proteina inibitrice (84 am- 
minoacidi) IF}, che lega simultaneamente due molecole 
di ATP sintasi, inibendo la loro attività ATPasica (Figura 
19.33). inibitore IF; è attivo solo nella sua forma dimeri- 
ca, che si determina soltanto a valori di pH inferiori a 6,5. 
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BM Tabella 19.5 Resa in ATP dell’ossidazione completa del glucosio 


Processo Prodotto formato nella via Molecole di ATP prodotte 
Glicolisi 2 NADH (citosolico) 305* 
2 ATP 2 
Ossidazione del piruvato (due per molecola di glucosio) 2 NADH (matrice mitocondriale) 5 
Ossidazione dell’acetil-CoA nel ciclo dell'acido citrico 6 NADH (matrice mitocondriale) 15 
(due per molecola di glucosio) 2 FADH, 3 
2 ATP02 GTP 2 
Resa totale per molecola di glucosio 30 o 32 


# Il numero dipende da quale sistema navetta è stato utilizzato per trasferire gli equivalenti riducenti all’interno dei mitocondri. 


Figura 19.33 Struttura dell’F,-ATPasi bovina in un complesso 
con la sua proteina regolatrice IF,. (PDB ID 10HH) Due molecole di 
F,, viste nello stesso orientamento della Figura 19.25c. L'inibitore IF, 
(rosso) si lega all'interfaccia af} delle subunità nella conformazione 
capace di legare l’ADP (a-ADP e B-ADP), immobilizzando i due 
complessi F, e bloccando pertanto l'idrolisi (e la sintesi) dell'ATP. (Le 
parti di IF, che non si sono rese visibili nei cristalli di F, sono mostrate 


In una cellula privata di ossigeno la principale fonte di 
ATP è la glicolisi, e l'acido piruvico o l’acido lattico prodot- 
ti dal metabolismo anaerobico abbassano il pH del citosol 
e della matrice mitocondriale. Questa condizione favori- 
sce la dimerizzazione di IF, determinando così l’inibizio- 
ne dell’attività ATPasica dell'ATP sintasi e quindi evitan- 
do un’idrolisi dannosa dell’ATP. Quando viene ripristina- 
to il metabolismo aerobico la produzione di acido piruvi- 
co rallenta, il pH del citosol sale, il dimero IF; si destabi- 
lizza e l’inibizione dell'ATP sintasi viene rimossa. IF; è un 
membro di una famiglia in continua crescita di proteine 
note per essere intrinsecamente disordinate (pagina 148). 
Esso acquisisce una conformazione definita solo dopo l’in- 
terazione con l’ATP sintasi. 


e  L'ipossia provoca la produzione delle ROS e diverse 
risposte adattative 

Nelle cellule ipossiche si genera uno squilibrio tra il flus- 
so degli elettroni provenienti dalle molecole di combusti- 
bile ossidate nella matrice mitocondriale e il trasferimen- 
to degli elettroni all’ossigeno molecolare. Ne consegue un 
aumento della formazione delle specie reattive dell’ossi- 
geno (ROS). Oltre al sistema della glutatione perossidasi 
(Figura 19.18), le cellule hanno altri due sistemi di difesa 
contro le ROS (Figura 19.34). Uno è la regolazione della pi- 
ruvato deidrogenasi (PDH), l’enzima che rifornisce di ace- 
til-CoA il ciclo dell’acido citrico (Capitolo 16). In condizio- 
ni ipossiche la PDH chinasi fosforila la PDH mitocondria- 


in colore più chiaro, per indicare la loro disposizione nei cristalli isolati 
di IF.) Questo complesso è stabile solo a un basso pH citosolico, 
caratteristico delle cellule che stanno producendo ATP mediante 
glicolisi; quando vengono ripristinate le condizioni del metabolismo 
aerobico il pH del citosol aumenta, l'inibitore viene destabilizzato e 
l’ATP sintasi si attiva. 


le, inattivandola e diminuendo il rifornimento di FADH; 
e di NADH dal ciclo dell'acido citrico alla catena respira- 
toria. l’altro sistema è costituito dalla sostituzione di una 
delle subunità del Complesso IV, denominata COX4-1, con 
la COX4-2, più adatta alle condizioni ipossiche. Quando è 
legato alla COX4-1, il Complesso IV mostra attività catali- 
tica ottimale a concentrazioni di ossigeno normali; lega- 
to alla COX4-2, il Complesso IV funziona meglio in con- 
dizioni ipossiche. 

L’attività della PDH e il contenuto di COX4-2 nel Com- 
plesso IV sono ambedue regolati dal fattore inducibile 
dell’ipossia HIF-1. Questo fattore, un’altra proteina intrin- 
secamente disordinata, si accumula nelle cellule ipossiche 
e, agendo da fattore di trascrizione, stimola la sintesi della 
PDH chinasi, della COX4-2 e di una proteasi che degrada 
la COX4-1. Si ricordi che l’HIF-1 regola anche il trasporto 
del glucosio e modula il livello degli enzimi glicolitici re- 
sponsabili dell'effetto Pasteur (vedi il Box 14.1). 


Quando i meccanismi descritti in precedenza che 
limitano i danni prodotti dalle ROS sono insuffi- 

cienti a causa di mutazioni genetiche in una delle 
proteine coinvolte, o quando la velocità di produzione del- 
le ROS è troppo elevata, la funzione mitocondriale viene 
compromessa. Si pensa che un danno mitocondriale si ve- 
rifichi in molte condizioni fisiopatologiche, come l’invec- 
chiamento, l'attacco cardiaco, certi rari casi di diabete (de- 


scritti più avanti) e alcune malattie genetiche ereditate per 
via materna che colpiscono il sistema nervoso. O 
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Figura 19.34 Il fattore inducibile dell’ipossia (HIF-1) 
regola l’espressione genica per ridurre la formazione 

delle ROS. In condizioni di bassi livelli di ossigeno (ipossia) si 
verifica un aumento della sintesi di HIF-1, che agisce da fattore 
trascrizionale aumentando la sintesi dei trasportatori del 
glucosio, degli enzimi glicolitici, della piruvato deidrogenasi 
chinasi (PDH chinasi), della lattato deidrogenasi della subunità 
COX4-1 della citocromo ossidasi, di una proteasi che degrada 
la subunità della citocromo ossidasi COX4-2. Questi eventi 
impediscono la formazione di ROS diminuendo l'apporto di 
NADH e FADH, e rendendo la citocromo ossidasi del Complesso 
IV più efficiente. 
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e Levie di produzione dell'ATP sono regolate in modo 
coordinato 

Le principali vie cataboliche sono interconnesse e concer- 
tate da meccanismi di regolazione che consentono loro di 
funzionare insieme in maniera economica e autoregolata 
per produrre ATP e precursori biosintetici. Le concentra- 
zioni di ATP e di ADP non modulano soltanto le velocità di 
trasferimento degli elettroni e della fosforilazione ossidati- 
va, ma anche quelle del ciclo dell’acido citrico, dell’ossida- 
zione del piruvato e della glicolisi (Figura 19.35). 

Quando si ha un aumento di consumo di ATP, la veloci- 
tà di trasporto degli elettroni e della fosforilazione ossida- 
tiva aumenta. Al tempo stesso aumenta anche la velocità 
di utilizzazione del piruvato nel ciclo dell’acido citrico, e 
di conseguenza il flusso di elettroni nella catena respira- 
toria. Questi eventi possono generare un incremento del- 
la velocità della glicolisi, che quindi produce più piruvato. 

Quando la conversione di ADP in ATP abbassa consi- 
derevolmente la concentrazione di ADP, il meccanismo 
di controllo dell’accettore fa diminuire il trasporto degli 
elettroni e la fosforilazione ossidativa. Anche la glicoli- 
si e il ciclo dell’acido citrico rallentano, in quanto ’ATP 
è un inibitore allosterico della fosfofruttochinasi-1 (vedi 


Aumento del flusso 
attraverso la via 


la Figura 15.16) e della piruvato deidrogenasi (vedi la Fi- 
gura 16.19). 

La fosfofruttochinasi-1 viene inibita anche dal citrato, 
il primo intermedio del ciclo dell’acido citrico. Quando il 
ciclo è rallentato, il citrato si accumula nei mitocondri e 
fuoriesce nel citosol. Quando ATP e citrato sono abbon- 
danti nella cellula, essi esercitano un’inibizione allosterica 
concertata della fosfofruttochinasi-1, che risulta superio- 
re alla somma delle inibizioni che i due composti possono 
produrre singolarmente, rallentando la glicolisi. 


SOMMARIO 19.3 
Regolazione della fosforilazione ossidativa 

e La fosforilazione ossidativa è regolata in base alle richie- 
ste energetiche cellulari. La concentrazione dell’ADP e 
il rapporto di azione di massa [ATP]/([ADP][P;]) sono 
misure dello stato energetico della cellula. 

e Nelle cellule ipossiche (deprivate di ossigeno) una pro- 
teina inibitrice blocca l’idrolisi dell’ATP da parte dell’at- 
tività ATPasica dell’ATP sintasi e impedisce una drastica 
diminuzione della concentrazione dell'ATP 

e Le risposte adattative all’ipossia mediate dall’HIF-1 
rallentano il trasferimento degli elettroni nella catena 
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Figura 19.35 Meccanismi di regolazione delle vie che 
producono ATP. Questo schema mostra i meccanismi interconnessi 
di regolazione della glicolisi, dell'ossidazione del piruvato, del ciclo 
dell'acido citrico e della fosforilazione ossidativa, dipendenti dalle 
concentrazioni relative di ATP, ADP, AMP e NADH. Concentrazioni 
elevate di ATP (oppure basse di ADP e AMP) producono un 
rallentamento della glicolisi, dell'ossidazione del piruvato, 
dell'ossidazione dell'acetato attraverso il ciclo dell'acido citrico e della 
fosforilazione ossidativa. Tutte e quattro le vie vengono accelerate 
quando aumentano il consumo di ATP e la formazione di ADP, AMP 

e P;. L'azione del citrato nell'inibire la glicolisi e il ciclo dell'acido citrico 
si coordina con quella dei nucleotidi adeninici. Inoltre un aumento 
dei livelli di NADH e di acetil-CoA porta all'inibizione dell'ossidazione 
del piruvato ad acetil-CoA, e un rapporto [NADH]/[NAD*] molto 
elevato inibisce rapidamente le reazioni della deidrogenasi del ciclo 
dell'acido citrico (vedi la Figura 16.19). 
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respiratoria e modificano il Complesso IV, rendendolo 
più adatto a funzionare in condizioni di basse concen- 
trazioni di ossigeno. 

e Le concentrazioni di ATP e ADP regolano la velocità del 
trasferimento degli elettroni attraverso la catena respi- 
ratoria tramite una serie di controlli coordinati sulla re- 
spirazione, sulla glicolisi e sul ciclo dell’acido citrico. 


I mitocondri nella termogenesi, 
nella sintesi degli steroidi e nell'apoptosi 


Anche se la produzione di ATP è il ruolo principale del mi- 
tocondrio, questo organello svolge anche altre funzioni, 
che in tessuti specifici e in particolari circostanze hanno 
un'importanza cruciale. Nel tessuto adiposo i mitocondri 
producono calore per proteggere gli organi vitali da even- 
tuali basse temperature ambientali; nelle ghiandole sur- 
renali e nelle gonadi i mitocondri sono il sito della sintesi 
degli ormoni steroidei; infine nella maggior parte dei tes- 
suti, se non in tutti, essi partecipano al processo di apop- 
tosi (morte cellulare programmata). 


e Neltessuto adiposo bruno i mitocondri disaccoppiati 
producono calore 

Vi è un’eccezione alla regola che dice che la velocità della 
respirazione rallenta quando il rifornimento di ATP nella 
cellula è sufficiente. Nella maggior parte dei mammiferi, 
compreso l’uomo, i neonati hanno un tipo di tessuto adi- 
poso chiamato tessuto adiposo bruno (o grasso bruno) 
(BAT; pagina 966) in cui l'ossidazione delle sostanze nu- 
trienti non viene utilizzata per produrre ATP, ma per gene- 
rare il calore necessario a mantenere il corpo a temperatu- 
ra costante. Questo tessuto adiposo specializzato è di colo- 
re bruno scuro per la presenza di un notevole numero di 
mitocondri e perciò di citocromi, i cui gruppi eme assorbo- 
no la luce visibile. 

I mitocondri del grasso bruno sono come quelli del- 
le altre cellule di mammifero, con la sola differenza che 
hanno una proteina speciale localizzata nella loro mem- 
brana interna, la termogenina, chiamata anche protei- 
na disaccoppiante 1 (il prodotto del gene UCP1). Que- 
sta proteina costituisce una via di ritorno alla matrice per 
i protoni senza che essi debbano attraversare il comples- 
so F,F1 (Figura 19.36). Per effetto di questo cortocircuito 
dei protoni l’energia delle ossidazioni non viene conser- 
vata sotto forma di ATP, ma viene dissipata come calore, 
contribuendo così a mantenere costante la temperatura 
del corpo dei neonati (vedi la Figura 23.16). Anche negli 
animali in letargo i mitocondri del grasso bruno produ- 
cono il calore necessario al loro corpo per tutto il perio- 
do che trascorrono dormendo (vedi il Box 171). Tornere- 
mo sul ruolo della termogenina quando prenderemo in 
esame la regolazione della massa corporea nel Capitolo 
23 (pagine 983-984). 


e LeP-450ossigenasi mitocondriali catalizzano 
l'ossidrilazione degli steroidi 

I mitocondri sono il sito dove avvengono reazioni biosinte- 

tiche che producono gli ormoni steroidei, compresi gli or- 
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(lato P) 


Proteina disaccoppiante UCP1 
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Matrice (lato N) 


Figura 19.36 Generazione di calore mediante 
disaccoppiamento mitocondriale. La proteina disaccoppiante 
(termogenina) nei mitocondri del grasso bruno genera una nuova 
via per il rientro dei protoni nella matrice mitocondriale e dissipa in 
calore l'energia conservata sotto forma di gradiente protonico. 


moni sessuali, i glicorticoidi, i mineralocorticoidi e gli or- 
moni derivati dalla vitamina D. Questi composti vengono 
sintetizzati a partire dal colesterolo o da steroli a esso cor- 
relati attraverso una serie di reazioni di ossidrilazione cata- 
lizzate dalle proteine della famiglia del citocromo P-450, 
una classe proteica che ha un gruppo eme essenziale (l’as- 
sorbimento della luce a 450 nm dà il nome a questa fami- 
glia di proteine). Nelle reazioni di ossidrilazione, un ato- 
mo della molecola di ossigeno viene incorporato nel sub- 
strato, mentre il secondo è ridotto ad acqua: 


R—H + O; + NADPH + H* + R—OH + H;0 + NADP* 


Esistono molti enzimi P-450 situati nella membrana mito- 
condriale interna, con il loro sito catalitico esposto verso 
la matrice. Le cellule steroidogeniche sono ricche di mito- 
condri specializzati nella sintesi degli steroidi. Questi or- 
ganelli sono in genere più grandi di quelli degli altri tessu- 
ti, con membrane interne più estese, e quindi con un mag- 
gior numero di creste (Figura 19.37). 

La via del flusso degli elettroni nel sistema mitocon- 
driale P-450 è complessa e coinvolge una flavoproteina 
e una proteina ferro-zolfo che trasporta gli elettroni dal 
NADPH all’eme P-450 (Figura 19.38). Tutti gli enzimi P-450 
hanno un gruppo eme che interagisce direttamente con 
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Figura 19.37 Imitocondri della ghiandola surrenale, 
specializzata nella sintesi degli ormoni steroidei. Come si può 
osservare in questa fotografia al microscopio elettronico di una sezione 
sottile di ghiandola surrenale, i mitocondri sono molto numerosi; essi 
hanno creste molto estese e quindi una vasta superficie per accogliere 
gli enzimi P-450 nella loro membrana interna. 


l'ossigeno e un sito di legame del substrato che definisce 
la loro specificità. 
Un'altra ampia famiglia di enzimi P-450 si trova 
F nel reticolo endoplasmatico degli epatociti. Que- 
sti enzimi catalizzano reazioni simili a quelle ca- 
talizzate dai P-450 mitocondriali, ma i loro substrati com- 
prendono una grande varietà di composti idrofobici, mol- 
ti dei quali sono xenobiotici, cioè composti non presenti 
in natura, ma di sintesi industriale. Gli enzimi P-450 
dell’ER non hanno una stretta specificità di substrato. 
Quando i composti idrofobici vengono ossidrilati, diven- 
tano solubili in acqua. Essi attraversano facilmente il filtro 
renale e vengono escreti con le urine. Tra i substrati di que- 
ste ossigenasi P-450 vi sono molti farmaci comunemente 
prescritti. l’azione degli enzimi P-450 limita il loro tempo 
di emivita nel torrente circolatorio e quindi il loro effetto 
terapeutico. Gli esseri umani differiscono per il corredo 
genetico di enzimi P-450 nell’ER e per la capacità di pro- 
durre alcuni di questi enzimi, come risulta dalla storia 
dell’ingestione di etanolo da parte dell’uomo. Quindi, in 


linea di principio, dovrebbe essere il corredo genetico per- 
sonale a suggerire le dosi terapeutiche di ciascun pazien- 


NADPEO Adrenodossina Adrenodossina P-450 R_O0H 
ce reduttasi [2Fe-2S] idrossilasi 
+H (FAD) (ridotta) (ossidata) H,0 
0, 
NADP* Adrenodossina Adrenodossina P-450 R—H 
reduttasi [2Fe-2S] idrossilasi 
(FADH;) (ossidata) (ridotta) 


Figura 19.38 Flusso degli elettroni nelle reazioni mitocondriali 
catalizzate dal citocromo P-450 nella ghiandola surrenale. Due 
elettroni vengono trasferiti dal NADPH all'adrenodossina reduttasi, 
una flavoproteina contenente FAD. Questo enzima trasferisce gli 
elettroni, uno per volta, all'adrenodossina, una proteina 2Fe-2S 


solubile e di piccole dimensioni. Dall'adrenodossina i singoli 
elettroni passano poi alla citocromo P-450 idrossilasi, che interagisce 
direttamente con l'O, e il substrato (R—H) per formare i prodotti H,O 
eR—OH. 
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te; in pratica, questo non è possibile per ragioni economi- 
che, ma potrebbe esserlo in futuro. O 


e mitocondri hanno un ruolo primario nella fase iniziale 
dell'apoptosi 

L’apoptosi, chiamata anche morte cellulare program- 

mata, è un processo nel quale singole cellule muoiono per 

il bene dell'organismo (per esempio, nel corso del normale 

sviluppo dell'embrione), ma l'organismo conserva i compo- 

nenti cellulari essenziali delle cellule morte (amminoacidi, 
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nucleotidi e così via). apoptosi può avere inizio da un se- 
gnale esterno, che agisce su un recettore della membra- 
na plasmatica, oppure da un evento intracellulare, come 
un danno al DNA, un'infezione virale, uno stress ossida- 
tivo causato dall’accumulo delle ROS o da un altro tipo di 
stress, come lo shock termico. 

I mitocondri hanno un ruolo cruciale nella fase inizia- 
le dell’apoptosi. Quando una condizione di stress innesca 
il processo apoptotico, si ha un immediato aumento della 
permeabilità della membrana mitocondriale esterna, che 
permette al citocromo c di uscire dallo spazio intermem- 
brana nel citosol (Figura 19.39). aumento della permeabi- 
lità è dovuto all’apertura del complesso del poro di tran- 
sizione della permeabilità (PTPC), una proteina forma- 
ta da più subunità localizzata nella membrana esterna; la 
sua apertura e la sua chiusura sono modulate da alcune 
proteine che stimolano o inibiscono il processo apoptotico. 
Nel citosol il citocromo c interagisce con imonomeri della 
proteina Apaf-1 (fattore-1 di attivazione della protea- 
si dell’apoptosi), causando la formazione di un apopto- 
soma composto da sette molecole di Apaf-1 e sette di cito- 
cromo c. Lapoptosoma costituisce un supporto sul quale la 
proteasi procaspasi-9 viene attivata a caspasi-9, un mem- 
bro di una famiglia di proteasi dotate di elevata specificità 
(le caspasi) coinvolte nell’apoptosi. Tutte le caspasi han- 
no un residuo Cys nel sito attivo, che ha un ruolo essenzia- 
le; esse idrolizzano le proteine rompendo i legami peptidi- 
ci dal lato carbossilico di residui di Asp, da cui il nome di 
“caspasi”. La caspasi-9 attivata dà inizio a una cascata di at- 
tivazione proteolitica, in cui una prima caspasi attiva una 
seconda, che a sua volta attiva una terza, e così via (vedi la 
Figura 12.52). (Questo ruolo del citocromo c nell’apopto- 
si è un chiaro esempio di “bifunzionalità”, che si verifica 
quando una proteina svolge due ruoli differenti nella cel- 
lula; vedi il Box 16.1.) 


SOMMARIO 19.4 
I mitocondri nella termogenesi, nella sintesi 
degli steroidi e nell’apoptosi 

e Nel tessuto adiposo bruno dei neonati il trasferimento 
degli elettroni è disaccoppiato dalla sintesi di ATP, e l’e- 
nergia ricavata dall’ossidazione dei combustibili viene 
dissipata sotto forma di calore metabolico. 

e Le reazioni di ossidrilazione coinvolte nella sintesi 
degli steroidi avvengono nei mitocondri specializzati 
dei tessuti steroidogenici (ghiandole surrenali, gonadi, 
fegato, reni). 

e Il citocromo c mitocondriale viene rilasciato nel cito- 
sol e partecipa all'attivazione della caspasi-9, una delle 
proteasi coinvolte nell’apoptosi. 


Figura 19.39 Ruolo del citocromo c nell’apoptosi. Il citocromo c 
è una proteina mitocondriale solubile di piccole dimensioni, 
localizzata nello spazio intermembrana, che durante la respirazione 
trasporta gli elettroni tra il Complesso III e il Complesso IV. La figura 
illustra schematicamente un ruolo del citocromo completamente 
diverso: il citocromo c dà inizio all'apoptosi, attivando una famiglia di 
proteasi denominate caspasi. 


781 


CAPITOLO 19 


782  Fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione 


I geni mitocondriali: la loro origine 

e gli effetti delle mutazioni 
I mitocondri contengono un loro genoma, costituito da 
una molecola di DNA circolare a doppia elica (mtDNA). 
Ciascuno delle centinaia o migliaia di mitocondri presenti 
in una cellula possiede circa cinque copie di questo geno- 
ma. Nel cromosoma mitocondriale umano (Figura 19.40) 
vi sono 37 geni (16 569 coppie di basi), di cui 13 codificano 
proteine della catena respiratoria (Tabella 19.6). Gli altri 
geni codificano RNA ribosomiali ed RNA transfer essen- 
ziali per il macchinario della sintesi proteica dei mitocon- 
dri. Altre 1100 circa proteine mitocondriali sono codificate 
da geni presenti nel nucleo: sono sintetizzate dai ribosomi 
citoplasmatici e solo successivamente vengono importate 
nei mitocondri (Capitolo 27). 


e mitocondri si sono evoluti da batteri endosimbiotici 

L'esistenza del DNA, dei ribosomi e dei tRNA nei mitocon- 
dri suggerisce l’ipotesi dell'origine endosimbiotica di que- 
sti organelli (vedi la Figura 1.38); i primi organismi capaci 
di un metabolismo aerobico, e quindi della produzione di 
ATP legata alla respirazione, dovevano essere batteri. Gli 
eucarioti primitivi che vivevano anaerobicamente (utiliz- 
zando la fermentazione) acquisirono la capacità di impie- 
gare la fosforilazione ossidativa quando stabilirono rela- 
zioni simbiotiche con batteri che erano penetrati nel loro 
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citosol. Dopo una notevole evoluzione e lo spostamento 
di geni dai mitocondri al nucleo dell’“ospite” eucariotico, 
i batteri endosimbiotici divennero mitocondri. 

Questa teoria ipotizza che i procarioti unicellulari pri- 
mitivi possedessero il macchinario della fosforilazione os- 
sidativa; di conseguenza i loro discendenti, i procarioti at- 
tuali, dovrebbero avere una catena respiratoria molto si- 
mile a quella degli attuali eucarioti. E così è. I batteri ae- 
robici effettuano il trasporto degli elettroni legati al NAD 
dai substrati ossidabili all’ossigeno; questo trasporto è ac- 
coppiato alla fosforilazione ossidativa dell’ADP citosolico. 
Le deidrogenasi sono localizzate nel citosol dei batteri, e la 
catena respiratoria si trova nella membrana plasmatica. I 
trasportatori di elettroni traslocano protoni verso l'esterno 
della cellula attraverso la membrana plasmatica contem- 
poraneamente al trasferimento degli elettroni all’O). Ab- 
biamo visto in precedenza che i batteri come E. coli hanno 
complessi FF; disposti nella loro membrana plasmatica; la 
porzione F; sporge nel citosol e catalizza la sintesi di ATP 
da ADP e P; quando i protoni ritornano nella cellula attra- 
versando i canali formati dalle particelle F.. 

La traslocazione dei protoni attraverso la membrana 
plasmatica batterica legata alla respirazione cellulare pro- 
duce anche la forza motrice per altri processi. Alcuni si- 
stemi di trasporto dei batteri portano sostanze nutrienti 
(per esempio il lattosio) all’interno della cellula contro il 


Figura 19.40 Y Geni mitocondriali e relative mutazioni. (a) Mappa del DNA di mitocondri 

umani, che mostra i geni che codificano proteine del Complesso I, la NADH deidrogenasi 

(da NDI1 a ND6), il citocromo b del Complesso III (Cyt b), le subunità della citocromo ossidasi 

(Complesso IV) (da COI a COIII) e due subunità dell'ATP sintasi (ATPasi6 e ATPasi8).| colori 

con cui sono indicati i geni corrispondono ai colori dei complessi della Figura 19.7. Sono 
mostrati anche i geni per gli RNA ribosomiali (rRNA) e per un certo numero di 
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Le frecce indicano posizioni in cui sono note alterazioni 
(mutazioni) della sequenza di basi che causano la neuropatia 
ottica ereditaria di Leber (LHON) e l'epilessia mioclonica 
associata a fibre rosse sfilacciate (MERRF).| numeri tra 
parentesi indicano la posizione della base modificata 
(il nucleotide 1 è in alto e la numerazione procede 
in senso antiorario). (b) Fotografia al microscopio 
elettronico di un mitocondrio anomalo del 
muscolo di un individuo affetto da MERRF; sono 
ben visibili le inclusioni proteiche paracristalline 
presenti nei mitocondri mutanti. 
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M Tabella 19.6 Proteine della catena respiratoria codificate nell'uomo da geni mitocondriali 


Complesso 
I NADH deidrogenasi 
II Succinato deidrogenasi 
III Ubichinone:citocromo c ossidoreduttasi 


IV Citocromo ossidasi 


V ATP sintasi 


gradiente di concentrazione, mediante un simporto con i 
protoni (vedi la Figura 11.41). Il movimento rotatorio dei 
flagelli batterici è prodotto da “turbine protoniche”, moto- 
ri rotatori molecolari guidati non dall’ATP, ma direttamen- 
te dal potenziale elettrochimico transmembrana generato 
dal pompaggio di protoni durante la respirazione cellulare 
(Figura 19.41). Sembra molto probabile che i meccanismi 
chemiosmotici si siano evoluti molto presto, prima della 
comparsa degli eucarioti. 


e Lemutazioni del DNA mitocondriale si accumulano durante 
l'intera vita degli organismi 
La catena respiratoria è il maggior produttore delle specie 
reattive dell’ossigeno nelle cellule, quindi tutte le compo- 
nenti mitocondriali, compreso il genoma, sono maggior- 
mente esposte alle ROS e ai danni che ne conseguono. Inol- 
tre, il sistema replicativo del DNA mitocondriale non è in 
grado di correggere i propri errori, quindi di riparare il 
DNA, con la stessa efficacia del sistema replicativo nuclea- 
re. Ne consegue che, a causa di questi due fattori, i difet- 
ti dell’mtDNA si accumulano nel tempo. Una delle teorie 
sui meccanismi dell’invecchiamento propone che un tale 
accumulo di difetti con l'aumentare dell’età sia la causa 
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Figura 19.41 Rotazione dei flagelli batterici favorita dalla 
forza motrice protonica. Lo stelo e gli anelli posti alla base del 
flagello generano un motore rotatorio che è stato chiamato “turbina 
a protoni”. | protoni estrusi dal trasferimento degli elettroni ritornano 
indietro nella cellula attraverso la turbina, facendo ruotare l'albero 
(lo stelo) del flagello. Questo movimento è diverso da quello della 
contrazione muscolare o dei flagelli o delle ciglia delle cellule 
eucariotiche, per cui è necessaria l’idrolisi di ATP quale fonte di 
energia. 


Numero totale di subunità 


Numero di subunità codificate 
dal DNA mitocondriale 


43 7 
4 0 
11 1 
13 3 
8 2 


primaria di molti dei “sintomi” dell’invecchiamento, che 
comprendono tra l’altro il progressivo indebolimento dei 
muscoli cardiaco e scheletrico. 

Una caratteristica peculiare dell'eredità mitocondria- 
le è la differente risposta delle singole cellule e dei singoli 
individui a una specifica mutazione dell’mtDNA. Una sin- 
gola cellula possiede centinaia o migliaia di mitocondri, 
ciascuno con la propria copia genomica (Figura 19.42). 
Gli animali ereditano praticamente tutto il loro corredo 
mitocondriale dalla madre. Le cellule uovo sono molto 
grandi e contengono un quantitativo di mitocondri com- 
preso tra 10° e 10°, mentre le cellule dello sperma sono 
molto più piccole e contengono meno mitocondri, tra 100 
e 1000. Inoltre, esiste un meccanismo attivo che indiriz- 
za i mitocondri degli spermatozoi alla degradazione nel- 
le uova fecondate. Subito dopo la fecondazione, i fago- 
somi materni migrano nel sito di ingresso dello sperma- 
tozoo nella cellula uovo, inglobano i mitocondri paterni 
e li degradano. 

Supponiamo che in un individuo di sesso femminile 
il danno a livello del genoma mitocondriale colpisca una 
cellula germinale, da cui si svilupperanno gli oociti. La 
cellula germinale verrà così a contenere molti mitocondri 
con il genoma del tipo normale, e uno col gene mutato. 
Nel corso della maturazione dell’oocita, man mano che la 
cellula germinale e le cellule figlie si moltiplicano, il mi- 
tocondrio difettoso si replica, e la progenie mitocondria- 
le, costituita da mitocondri tutti difettosi, si distribuisce 


Figura 19.42 Una singola cellula contiene molti mitocondri. 

In una tipica cellula animale sono presenti centinaia o migliaia 

di mitocondri, alcuni dei quali possono contenere genomi con 
mutazioni che ne alterano la funzione. Questa cellula epiteliale 

del rene di pecora, osservata al microscopio a fluorescenza, è stata 
coltivata in laboratorio, fissata e colorata con sonde fluorescenti, che 
mostrano i mitocondri in color oro, i microfilamenti di actina in rosso 
e il nucleo in verde. 
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a caso nelle cellule figlie. Gli oociti maturi conterranno 
mitocondri difettosi in proporzioni diverse. Se una cellu- 
la uovo viene fecondata e va incontro alle molte divisioni 
dello sviluppo embrionale, le cellule somatiche risultan- 
ti differiranno per quanto riguarda il loro contenuto in 
mitocondri mutanti (Figura 19.43a). Tale eteroplasmia 
(che si distingue dall’omoplasmia, in cui ogni genoma 
mitocondriale è lo stesso in ogni cellula) è caratterizza- 
ta da fenotipi mutanti, con gradi diversi di anomalie. Le 
cellule (e i tessuti) che contengono per la maggior par- 
te mitocondri con DNA non mutato mostrano il fenotipo 
normale. Altre cellule eteroplasmatiche presentano feno- 
tipi intermedi, altre ancora (con un’elevata proporzione 
di mitocondri mutanti) hanno fenotipi anormali (Figura 
19.41b). Se il fenotipo anormale si associa a una malat- 
tia (vedi più avanti), individui che hanno una stessa mu- 
tazione dell’mtDNA possono presentare sintomi con un 
diverso grado di gravità, in funzione del numero e della 
distribuzione dei mitocondri mutati. 


e Alcunemutazioni nei genomi mitocondriali 
causano malattie 
Un numero sempre più grande di malattie uma- 
ne viene attribuito a mutazioni dei geni mitocon- 
driali, che riducono la capacità delle cellule di 
produrre ATP. Alcuni tessuti e tipi di cellule, come i neu- 
roni e i miociti del muscolo scheletrico o del cuore, oppu- 
re le cellule f del pancreas, sono più sensibili a una dimi- 
nuzione della produzione di ATP rispetto ad altri, in quan- 
to sono più colpiti dalle mutazioni delle proteine mitocon- 
driali. 
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Figura 19.43 Eteroplasmia nei genomi mitocondriali. 

(a) Quando un oocita maturo viene fecondato, tutti i mitocondri nella 
cellula diploide risultante (zigote) sono di origine materna. Nessun 
mitocondrio deriva dallo spermatozoo. Se una parte dei mitocondri 


materni possiede un gene mutato, la distribuzione casuale dei 
mitocondri durante le divisioni cellulari successive darà luogo ad 
alcune cellule figlie con la maggior parte dei mitocondri mutati, 
alcune con la maggior parte dei mitocondri normali e alcune con 
proprietà intermedie; quindi le cellule figlie presenteranno diversi 
gradi di eteroplasmia. (b) Vari gradi di eteroplasmia producono 
differenti fenotipi cellulari. Questa sezione di muscolo umano è stata 
ottenuta da un soggetto portatore di un difetto della citocromo 
ossidasi. Le cellule sono state colorate in modo da rendere le cellule 
normali in blu e le cellule con la citocromo ossidasi mutata in 
marrone. Come si vede, la mutazione è presente in gradi diversi nelle 
differenti cellule dello stesso tessuto. 


Un gruppo di malattie genetiche conosciute col no- 
me di encefalopatie mitocondriali colpisce soprattutto 
il muscolo scheletrico e il cervello. Queste malattie sono 
trasmesse per via materna in quanto nell’embrione in fase 
di sviluppo tutti i mitocondri sono di origine materna. La 
rara malattia nota col nome di neuropatia ottica eredi- 
taria di Leber (LHON) colpisce il sistema nervoso centra- 
le, compreso il nervo ottico, causando perdita della visio- 
ne bilaterale nell'età adulta. La variazione di una singola 
base nel gene mitocondriale ND4 (Figura 19.40a) provoca 
la sostituzione di un residuo di arginina con uno di istidi- 
na in uno dei polipeptidi del Complesso I: nei mitocondri 
con questa alterazione si avrà un trasferimento difettoso 
degli elettroni dal NADH all’ubichinone. 

Anche se questi mitocondri possono produrre una 
certa quantità di ATP trasferendo gli elettroni dal suc- 
cinato, non sono in grado di produrre una quantità di 
ATP sufficiente al fabbisogno delle cellule neuronali. 
Una delle conseguenze è anche un danno al nervo otti- 
co, che conduce a cecità. La sostituzione di una singola 
base nel gene mitocondriale del citocromo b, un compo- 
nente del Complesso III, determina l’insorgenza della pa- 
tologia LHON, a dimostrazione che questa malattia deri- 
va da una generica disfunzione mitocondriale, e non da 
un difetto specifico del trasferimento degli elettroni at- 
traverso il Complesso I. 

Una mutazione (in ATP6) che interessa il canale dei 
protoni dell'ATP sintasi porta a una diminuzione della ve- 
locità di sintesi dell'ATP, mentre la catena respiratoria re- 
sta intatta. Lo stress ossidativo dovuto al continuo trasfe- 
rimento degli elettroni dal NADH aumenta la produzione 
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delle ROS. Il danno ai mitocondri causato dalle ROS inne- 
sca un circolo vizioso. Circa la metà dei soggetti portatori 
di questo gene mutato muore nel giro di qualche giorno 0 
al massimo qualche mese dopo la nascita. 

Lepilessia mioclonica associata a fibre rosse sfi- 
lacciate (MERRF) è causata da una mutazione nel gene 
mitocondriale che codifica un tRNA specifico per la lisina 
(tRNA!*). Questa malattia, caratterizzata da incontrolla- 
ti spasmi muscolari, è apparentemente dovuta a un difet- 
to nella produzione di alcune proteine, un processo che ri- 
chiede i tRNA mitocondriali. Le fibre muscolari scheletri- 
che di soggetti affetti da MERRF hanno mitocondri defor- 
mati e talvolta contengono strutture paracristalline (Figu- 
ra 19.40b). Si pensa che altre mutazioni dei geni mitocon- 
driali siano responsabili dell’indebolimento muscolare pro- 
gressivo che caratterizza le miopatie mitocondriali e delle 
alterazioni cardiache che si riscontrano nella cardiomio- 
patia ipertrofica. Secondo una delle ipotesi sull’insorgen- 
za dei cambiamenti morfofunzionali che accompagnano 
l'invecchiamento, l'accumulo di mutazioni nel DNA mito- 
condriale dovuto alla continua esposizione agli agenti che 
danneggiano il DNA, come l°°03, causerebbe la formazio- 
ne di mitocondri che non possono più sintetizzare quanti- 
tà sufficienti di ATP per le normali funzioni biologiche. Le 
malattie mitocondriali potrebbero essere generate da mu- 
tazioni di ognuno dei circa 1100 geni nucleari che codifi- 
cano le proteine mitocondriali. O 


e  Ildiabete può essere causato da difetti dei mitocondri 
delle cellule pancreatiche f} 
Il meccanismo che regola il rilascio dell’insulina 
da parte delle cellule pancreatiche f viene mo- 
dulato dalla concentrazione intracellulare di ATP. 
In condizioni normali, quando la glicemia è elevata, le cel- 
lule p captano il glucosio e lo ossidano attraverso la glico- 
lisi e il ciclo di Krebs, portando la [ATP] al di sopra della 
norma (Figura 19.44). In queste condizioni i canali del K* 
controllati dall’ATP e localizzati nella membrana si chiu- 
dono, depolarizzando la membrana e provocando il rila- 
scio dell’insulina (vedi la Figura 23.27). Le cellule pancrea- 
tiche } con difetti nella fosforilazione ossidativa non pos- 
sono aumentare la [ATP] oltre la norma, e il mancato rila- 
scio dell’insulina provoca il diabete. Per esempio, i difetti 
nel gene della glucochinasi, l’isozima IV dell’esochinasi 
presente nelle cellule B, conducono a una rara forma di 
diabete, chiamata MODY?2 (vedi il Box 15.3); una bassa at- 
tività glucochinasica impedisce l'aumento della [ATP] al 
di sopra del valore soglia, bloccando così la secrezione 
dell’insulina. Anche le mutazioni nei geni per il RNA!" o 
per il RNA" compromettono la produzione mitocondria- 
le dell'ATP; il diabete di tipo 2 è abbastanza comune nei 
soggetti portatori di tali difetti (anche se tale tipo di diabe- 
te costituisce una piccola percentuale di tutti i casi di dia- 
bete mellito). 
In presenza di un difetto genetico della nicotinammi- 
de nucleotide transidrogenasi, uno dei meccanismi di di- 
fesa dei mitocondri contro le ROS (vedi la Figura 19.18), 
l’accumulo di queste specie reattive danneggia i mitocon- 
dri, diminuendo la produzione di ATP e bloccando il rila- 
scio dell’insulina da parte delle cellule f} (Figura 19.44). Il 
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Figura 19.44 Una fosforilazione ossidativa difettosa blocca 

la secrezione di insulina a opera delle cellule B del pancreas. 
Normalmente, quando la concentrazione del glucosio aumenta, 
anche la produzione di ATP nelle cellule B aumenta. LATP, 
bloccando i canali del K*, depolarizza la membrana plasmatica e si 
aprono i canali del Ca?* controllati dal voltaggio. L'entrata del Ca?* 
favorisce l'esocitosi delle vescicole secretorie, provocando il rilascio 
dell'insulina. Ma se la fosforilazione ossidativa nelle cellule } è 
difettosa, la [ATP] non è più sufficiente a innescare questo processo; 
l'insulina non viene pertanto rilasciata. 


danno causato dalle ROS, compreso il danno al DNA mi- 
tocondriale, può indurre altre manifestazioni patologiche; 
è possibile che esso sia una delle concause delle malattie 
di Alzheimer, di Parkinson e di Huntington, come pure 
di alcune disfunzioni cardiache e dell’invecchiamento. O 


SOMMARIO 19.5 
I geni mitocondriali: la loro origine e gli effetti 
delle mutazioni 

e Una piccola parte delle proteine mitocondriali 
umane, 13 in tutto, viene codificata dal genoma mi- 
tocondriale e sintetizzata nei mitocondri. Circa 1100 
proteine mitocondriali vengono codificate dai geni 
nucleari e importate nei mitocondri dopo essere state 
sintetizzate. 

e I mitocondri derivano da batteri aerobici entrati in re- 
lazione endosimbiotica con eucarioti ancestrali. 

e Le mutazioni del genoma mitocondriale si accumulano 
lungo tutto l’arco della vita di un organismo. Le muta- 
zioni dei geni che codificano i componenti della catena 
respiratoria, come l’ATP sintasi e i sistemi che annulla- 
no le ROS, o le mutazioni dei geni per i tRNA, possono 
essere la causa di svariate malattie dell’uomo, che pos- 
sono interessare muscoli, cuore, cellule pancreatiche f 
e cervello. 
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FOTOSINTESI: LA CATTURA 
DELL'ENERGIA LUMINOSA 


Passiamo ora ad analizzare un’altra sequenza di reazioni 
in cui il flusso di elettroni è accoppiato alla sintesi di ATP: 
la fosforilazione diretta dalla luce. La cattura dell’energia 
solare da parte di organismi fotosintetici e la sua conver- 
sione nell’energia chimica di composti organici ridotti co- 
stituiscono la fonte di quasi tutta l’energia biologica sulla 
Terra. Gli organismi fotosintetici e quelli eterotrofici sono 
presenti nella biosfera in uno stato stazionario bilancia- 
to (Figura 19.45). Gli organismi fotosintetici intrappola- 
no l'energia solare e formano ATP e NADPH, che vengo- 
no poi utilizzati come fonte di energia per la produzione 
di carboidrati e altri composti organici a partire da CO, 
e acqua; questi processi rilasciano contemporaneamen- 
te O; nell'atmosfera. Gli eterotrofi aerobici (per esempio, 
gli uomini e le piante durante i periodi di buio) usano l’os- 
sigeno così formato per degradare i prodotti organici ric- 
chi di energia della fotosintesi producendo CO;, acqua e 
ATP La CO; formata dagli eterotrofi durante la respira- 
zione ritorna nell'atmosfera e può essere riutilizzata da- 
gli organismi fotosintetici. L'energia solare fornisce quin- 
di la forza trainante per il continuo riciclaggio della CO; e 
dell’O, nella biosfera e produce substrati ridotti (sostanze 
nutrienti, come il glucosio), da cui dipendono gli organi- 
smi non fotosintetici. 

La fotosintesi è un processo comune a una notevole 
varietà di batteri, di eucarioti unicellulari (le alghe) e di 
piante superiori. Sebbene la fotosintesi in questi organi- 
smi differisca nei dettagli, i meccanismi fondamentali sono 
del tutto simili, e la maggior parte delle nostre conoscenze 
sulla fotosintesi delle piante superiori deriva da studi ef- 
fettuati sugli organismi più semplici. 

Lequazione complessiva della fotosintesi delle piante 
vascolari è una reazione di ossidoriduzione in cui l’acqua 
dona elettroni (come atomi di idrogeno) per ridurre la CO; 
a carboidrati (CH;0): 


luce 


CO; 4 H,0 > (05 * (CH;0) 


Figura 19.45 L'energia 
solare è la fonte primaria 
di tutta l'energia biologica. 
Gli organismi fotosintetici 
usano l'energia della luce 
solare per generare glucosio 
e altri prodotti organici, 

che le cellule eterotrofiche 
utilizzano come fonte 

di energia e di atomi di 
carbonio. 
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Caratteristiche generali 
della fotofosforilazione 

Contrariamente al NADH (il principale donatore di elet- 
troni nella fosforilazione ossidativa), l’acqua è un dona- 
tore di elettroni piuttosto povero; il suo potenziale di ri- 
duzione è +0,816 V, mentre quello del NADH è —0,320 V. 
La differenza sostanziale tra fotofosforilazione e fosfori- 
lazione ossidativa consiste nel fatto che la fosforilazione 
inizia subito con un buon donatore di elettroni, mentre 
la fotofosforilazione deve utilizzare energia sotto forma 
di luce solare per generare un buon donatore e un buon 
accettore di elettroni (vedi la Figura 19.1). Nella fotofo- 
sforilazione, gli elettroni fluiscono attraverso una serie 
di trasportatori legati alla membrana, tra cui citocromi, 
chinoni e proteine ferro-zolfo, mentre i protoni vengono 
pompati attraverso la membrana per creare un potenziale 
elettrochimico. Il trasferimento degli elettroni e il pom- 
paggio dei protoni sono catalizzati da complessi di mem- 
brana analoghi per funzione e struttura al Complesso III 
mitocondriale. Il potenziale elettrochimico che viene pro- 
dotto è la forza trainante nella sintesi di ATP da ADP e P,, 
da parte di un’ATP sintasi legata alla membrana del tut- 
to simile a quella che opera nella fosforilazione ossidati- 
va nei mitocondri e nei batteri. 

La fotosintesi nelle piante superiori è costituita da 
due processi separati: le reazioni dipendenti dalla lu- 
ce o reazioni alla luce, che avvengono soltanto quando 
le piante sono illuminate, e le reazioni di assimilazione 
(o di fissazione, o anche organicazione) del carbonio, 
a volte dette impropriamente reazioni al buio, che sono 
guidate dai prodotti delle reazioni alla luce (Figura 19.46). 


Reazione 
alla luce 
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di assimilazione 
del carbonio 


Carboidrati CO, 


Figura 19.46 Le reazioni alla luce della fotosintesi generano 
molecole ricche di energia come l'ATP e il NADPH a carico 
della luce solare. Il NADPH e l'ATP sono utilizzati nelle reazioni di 
assimilazione del carbonio, che possono avvenire sia alla luce sia al 
buio; la CO, viene ridotta a triosi e a composti molto più complessi 
(come il glucosio), derivati però dai triosi. 
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Nelle reazioni alla luce, la clorofilla e altri pigmenti del- 
le cellule fotosintetiche assorbono l’energia della luce e la 
conservano in forma chimica, come i due composti ad al- 
ta energia ATP e NADPH; contemporaneamente viene ri- 
lasciato ossigeno. Nelle reazioni di fissazione del carbonio 
vengono utilizzati ’ATP e il NADPH per ridurre la CO, e 
formare triosi fosfato, amido, saccarosio e altri loro deri- 
vati. In questo capitolo tratteremo soltanto le reazioni al- 
la luce che portano alla sintesi di ATP e NADPH. La ridu- 
zione della CO; è descritta nel Capitolo 20. 


e La fotosintesi delle piante avviene nei cloroplasti 

Nelle cellule eucariotiche fotosintetiche sia le reazioni 
alla luce sia l'assimilazione del carbonio avvengono nei 
cloroplasti (Figura 19.47), organelli intracellulari circon- 
dati da membrana caratterizzati da una forma variabile 
e di norma da un diametro di pochi micron. Come i mi- 
tocondri, essi sono provvisti di due membrane: una ester- 
na, permeabile a piccole molecole e ioni, e una interna, 
che genera e delimita un compartimento interno. Que- 
sto compartimento contiene molte vescicole appiattite 
(o sacchi) chiamate tilacoidi, che sono normalmente or- 
ganizzate in pile chiamate grani (Figura 19.47b). All’in- 
terno delle membrane tilacoidi (Comunemente dette la- 
melle) sono contenuti i pigmenti fotosintetici e tutti gli 
enzimi che catalizzano le reazioni alla luce e la sintesi di 
ATP Il mezzo fluido che circonda le membrane tilacoi- 
di, lo stroma, contiene parte degli enzimi coinvolti nelle 
reazioni di fissazione del carbonio. 


e Laluce produce un flusso di elettroni nei cloroplasti 

Nel 1937 Robert Hill stabilì che quando estratti di foglie 
contenenti clorofilla venivano illuminati essi (1) svilup- 
pavano ossigeno e (2) riducevano un accettore di elettro- 
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Figura 19.47 |cloroplasti. (a) Rappresentazione schematica. 
(b) Fotografia al microscopio elettronico ad alto ingrandimento che 
mette in evidenza i grani, pile di membrane dei tilacoidi. 
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ni non biologico aggiunto al mezzo, in base all’equazione 
ora nota col nome di reazione di Hill: 


l 
285,04 24 = 2A +0; 


dove A è l’accettore artificiale di elettroni, o reagente di 
Hill. Uno dei reagenti di Hill è il colorante 2,6-diclorofe- 
nolindofenolo, che nella sua forma ossidata (A) assume la 
colorazione blu, mentre nella forma ridotta (AH;) è inco- 
lore; la scomparsa del colore consente di seguire facilmen- 
te la sua reazione di riduzione. 
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Quando l’estratto di foglie a cui era stato aggiunto il 
colorante veniva illuminato, il colore blu cominciava a 
sparire e si sviluppava ossigeno. Al buio non si osservava 
né variazione di colore né sviluppo di ossigeno. Questa fu 
la prima evidenza sperimentale a suggerire che l’energia 
della luce assorbita crei un flusso di elettroni dall’acqua 
a un accettore di elettroni. Hill scoprì anche che la CO; 
non era necessaria in queste reazioni e che in tali condi- 
zioni non veniva ridotta in forma stabile; lo sviluppo di 
O; poteva essere dissociato dalla riduzione della CO». Al- 
cuni anni più tardi Severo Ochoa scoprì che il NADP* 
era l’accettore biologico degli elettroni nei cloroplasti, in 
base alla reazione 

2H,0 + 2NADP* -"©, 2:NADPH + 2H* +0, 
Per comprendere i meccanismi alla base di questi proces- 
si dobbiamo prima analizzare gli effetti dell’assorbimento 
della luce sulle strutture molecolari. 


SOMMARIO 19.6 
Caratteristiche generali della fotofosforilazione 

* La fotosintesi avviene nei cloroplasti delle alghe e delle 
piante, strutture racchiuse da una doppia membrana e 
piene di dischi membranosi impilati (le membrane dei 
tilacoidi) contenenti l’apparato fotosintetico. 

* Le reazioni alla luce della fotosintesi sono quelle di- 
rettamente dipendenti dall’assorbimento della luce; le 
reazioni fotochimiche innescate prelevano gli elettroni 
dall'acqua e li guidano attraverso una serie di traspor- 
tatori di membrana fino alla produzione di NADPH e 
ATP. 

e Le reazioni di fissazione del carbonio nella fotosinte- 
si riducono la CO; mediante gli elettroni forniti dal 
NADPH e l’energia fornita dall’ATP, formando triosi, 
esosi e una grande varietà di carboidrati da essi deri- 
vati. 
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L’assorbimento della luce 


La luce visibile è una radiazione elettromagnetica con lun- 
ghezza d’onda variabile da 400 a 700 nm, una parte mol- 
to piccola dello spettro elettromagnetico (Figura 19.48), 
l’ambito che va dal colore violetto al colore rosso. L’ener- 
gia di un singolo fotone (un quanto di luce) è elevata se la 
luce è di colore violetto e diminuisce man mano che ci si 
avvicina al rosso. A lunghezze d’onda minori (e a maggio- 
ri frequenze) corrispondono contenuti energetici maggio- 
ri. L'energia, E, di un singolo fotone di luce visibile è data 
dall’equazione di Planck: 


E=hv= hc/X 


dove h è la costante di Planck (6,626 X 10734] - s), vè la fre- 
quenza della luce in cicli al secondo, c è la velocità della lu- 
ce (3,00 X 10° m/s) e X è la lunghezza d’onda in metri. Pe- 
nergia di un fotone di luce visibile varia da 150 kJ/einstein 
per la luce rossa a circa 300 kJ/einstein per la luce violetta. 


SÒ Energia di un fotone 


La luce utilizzata dalle piante per la fotosintesi ha una lun- 
ghezza d’onda di circa 700 nm. Calcolate l’energia di una 
“mole” di fotoni (un einstein) di luce a questa lunghezza 
d’onda e confrontatela con l’energia necessaria per sinte- 
tizzare una mole di ATP. 


Soluzione Lenergia di un singolo fotone è data dall’equa- 
zione di Planck. A una lunghezza d’onda di 700 X 107? m, 
l’energia di un fotone è 


E= he/X 
_ [(6,626 x 10 34] - s)(3,00 X 10 m/s)] 
(700 X 107 m) 
= 84x10] 


Un einstein di luce è il numero di Avogadro (6,022 X 10°) 
di fotoni, quindi l’energia di un einstein di fotoni a 700 
nm è data da 


(2,84 X 10° J/fotone)(6,022 X 10° fotoni/einstein) 
= 171 X 10° J/einstein 
= 171 kJ/einstein 
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Quindi, una “mole” di fotoni di luce rossa possiede un’e- 
nergia pari a quella necessaria per produrre una mole di 
ATP da ADP e P; (30,5 kJ/mole). 


Quando viene assorbito un fotone, un elettrone della 
molecola assorbente (cromoforo) viene spinto a un livello 
energetico più elevato. Questo processo avviene in base al 
principio del “tutto-o-niente”; per essere assorbito il fotone 
deve contenere una quantità di energia (un quanto) esat- 
tamente uguale a quella necessaria per indurre la transizio- 
ne elettronica. Una molecola che ha assorbito un fotone si 
trova in uno stato eccitato, in genere instabile. Gli elettro- 
ni passano rapidamente in orbitali a energia più alta, ma al- 
trettanto rapidamente ritornano nei loro orbitali normali a 
bassa energia; lo stato eccitato decade quindi allo stato ba- 
sale, rilasciando il quanto di energia assorbito sotto forma 
di luce o di calore, oppure producendo un lavoro chimico. 
La luce emessa durante il decadimento allo stato basale di 
una molecola eccitata viene detta fluorescenza e ha sem- 
pre una lunghezza d’onda maggiore (cioè un’energia infe- 
riore) della luce assorbita (vedi il Box 12.3). Nella fotosin- 
tesi esiste anche un altro importante tipo di decadimen- 
to rappresentato dal trasferimento diretto dell’energia di 
eccitazione da una molecola eccitata a quella adiacente. 
Come il fotone è un quanto di energia della luce, l’eccito- 
ne rappresenta il quanto di energia trasferito da una mo- 
lecola eccitata a un’altra molecola in un processo detto 
trasferimento dell’eccitone. 


e  Leclorofille assorbono l'energia della luce per la fotosintesi 
Le clorofille sono i principali pigmenti che assorbono la 
luce presenti nelle membrane tilacoidi. Si tratta di pigmen- 
ti verdi con strutture policicliche che ricordano la proto- 
porfirina dell'emoglobina (vedi la Figura 5.1), in cui il ferro 
nella posizione centrale dell’anello è però stato sostituito 
da uno ione Mg°* (Figura 19.49). I quattro atomi di azoto 
della clorofilla orientati verso l'interno sono coordinati con 
questo ione. Tutte le clorofille sono provviste di una lunga 
catena laterale fitolica, esterificata a un gruppo carbos- 
silico sostituente dell’anello IV; le clorofille inoltre hanno 
un quinto anello con cinque membri, assente nel gruppo 
eme dell’emoglobina. 


Tipo . . ; ; - 
di vadiszione Raggi gamma | Raggi X| UV | | Infrarossi | Microonde Onde radio 
Lunghezza <1nm 100nm ] | <1mm 1m  Migliaiadi metri 
d’onda == 
Luce visibile 
_ Giallo 
Violetto Blu Azzurro Verde Arancio Rosso 
Lunghezza 380 430 500 560 600 650 750 
d’onda (nm) 
Energia 300 240 200 170 
(kJ/einstein) 


Figura 19.48 Radiazioni elettromagnetiche. Lo spettro delle radiazioni elettromagnetiche e l'energia 
dei fotoni nel campo della luce visibile. Un einstein corrisponde a 6,022 X 10° fotoni. 
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Figura 19.49 Fotopigmenti primari e secondari. (a) Le clorofille 
aebelebatterioclorofille sono i principali composti deputati 
all'assorbimento della luce. (b) Le ficoeritrobiline e le ficocianobiline 
(ficobiline) sono i pigmenti antenna nei cianobatteri e nelle alghe 


Il sistema eterociclico a cinque anelli che circonda 
P'Mg?* ha una struttura polienica estesa, con un’alternan- 
za di legami singoli e doppi. Questi polieni assorbono la 
luce nella regione visibile dello spettro (Figura 19.50); le 
clorofille hanno di solito coefficienti molari di assorbi- 
mento molto elevati (vedi il Box 3.1) e sono quindi par- 
ticolarmente adatte a svolgere questa funzione nella fo- 
tosintesi. 

I cloroplasti delle piante superiori contengono due tipi 
di clorofilla: la clorofilla a e la clorofilla b (Figura 19.49a). 
Entrambe sono verdi, ma gli spettri di assorbimento della 


LA 
\ H 
\ 
\ 
\ 
\ 


Legame doppio 
nella ficocianobilina 


rosse. (c) Il B-carotene (un carotenoide) e (d) la luteina (una xantofilla) 
sono pigmenti accessori delle piante. Le aree ombreggiate in grigio 
rappresentano i sistemi coniugati (legami singoli e doppi alternati) 
responsabili dell'assorbimento della luce visibile. 


luce sono leggermente diversi (Figura 19.50); i due spettri 
si integrano tra loro, consentendo di ampliare le regioni 
dello spettro della luce visibile in cui si ha assorbimento di 
fotoni. Alcune specie contengono una quantità di clorofil- 
la a doppia rispetto alla clorofilla b. I pigmenti delle alghe 
e dei batteri fotosintetici comprendono clorofille che dif- 
feriscono solo di poco da quelle delle piante. 

La clorofilla è spesso associata a specifiche proteine, 
formando complessi che assorbono la luce (LHC), in cui 
molecole di clorofilla sono fissate tra loro, ad altri comples- 
si proteici e alla membrana. Con la cristallografia a raggi X 
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Figura 19.50 Assorbimento della luce visibile da parte dei 
fotopigmenti. Le piante sono verdi in quanto i loro pigmenti 
assorbono principalmente la luce rossa e blu dello spettro, mentre 
riflettono la luce verde. Nella figura è possibile confrontare lo spettro 
visibile della luce solare che raggiunge la Terra con gli spettri di 
assorbimento dei pigmenti fotosintetici. Una combinazione di 
clorofille (a e b) e di pigmenti accessori consente alle piante di 


è stata definita la struttura dettagliata di un complesso che 
assorbe la luce (LHCII; Figura 19.51). Questo contiene set- 
te molecole di clorofilla a, cinque di clorofilla b e due pig- 
menti accessori di luteina (vedi più avanti). 

I cianobatteri e le alghe rosse usano come pigmenti che 
assorbono la luce le ficobiline (ficoeritrobilina e ficocia- 
nobilina) (Figura 1949b). Questi tetrapirroli aperti pos- 
siedono i lunghi sistemi polienici presenti nelle clorofil- 
le, ma non la struttura ciclica o lo ione Mg°* in posizione 
centrale. Le ficobiline sono legate covalentemente a spe- 
cifiche proteine, formando le ficobiliproteine, che si as- 


ZA 
39 
Clorofilla a 


hd 


74, Luteina 


catturare gran parte dell'energia disponibile della luce solare. Le 
quantità relative di clorofille e pigmenti accessori caratterizzano le 
differenti specie di piante. Le variazioni nelle proporzioni di questi 
pigmenti producono la gamma di colori degli organismi fotosintetici, 
dal blu-verde intenso dell'ago di pino al verde deciso delle foglie 
d'acero, al rosso, marrone o porpora di alcune specie di alghe 
pluricellulari e delle foglie di alcune piante ornamentali. 


sociano in complessi altamente ordinati chiamati ficobili- 
somi (Figura 19.52), le principali strutture che assorbono 
la luce nei cianobatteri. 


e Pigmentiaccessori allargano lo spettro di assorbimento 
della luce 

Oltre alle clorofille, le membrane dei tilacoidi contengono 
altri pigmenti capaci di assorbire la luce, chiamati nel loro 
insieme pigmenti accessori, tutti appartenenti alla classe 
dei carotenoidi, che possono assumere colori diversi, dal 
giallo al rosso al viola. I più importanti sono il B-carotene, 
un composto isoprenoide rosso-arancione, e il carotenoi- 
de giallo luteina (Figura 19.49c, d). I pigmenti carotenoi- 
di assorbono la luce a lunghezze d’onda diverse da quelle 
delle clorofille (Figura 19.50) e quindi sono dei recettori 
di luce supplementari. 

La determinazione sperimentale dell’efficienza del- 
la luce di colore diverso nel promuovere la fotosintesi ha 
portato alla definizione dello spettro d’azione (Figura 
19.53), spesso utilizzato per identificare i pigmenti respon- 
sabili dell’effetto biologico della luce. Catturando la luce 
in una regione dello spettro non utilizzata dagli altri or- 


Figura 19.51 LHCII: un complesso che assorbe la luce. 

(PDB ID 2BHW) L'unità funzionale di questo complesso è un trimero 
LHC, con 36 molecole di clorofilla e 6 di luteina. In questa figura è 
mostrato un monomero visto nel piano della membrana. Ci sono tre 
segmenti ad a elica transmembrana, sette molecole di clorofilla a (in 
verde chiaro), cinque molecole di clorofilla b (in verde scuro) e due 
molecole del pigmento accessorio luteina (in giallo), che formano 
una struttura incrociata. 
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Figura 19.52 Un ficobilisoma. In queste strutture altamente 
ordinate presenti nei cianobatteri e nelle alghe rosse i pigmenti di 
ficobilina legati a specifiche proteine formano complessi chiamati 
ficoeritrina (PE), ficocianina (PC) e alloficocianina (AP). L'energia dei 
fotoni assorbita da ciascuna PE o PC è convogliata, tramite l'AP (una 
proteina che lega la ficocianobilina), verso la clorofilla a del centro di 
reazione mediante un processo chiamato trasferimento di eccitoni, 
discusso nel testo. 


ganismi, un organismo fotosintetico può crearsi una nic- 
chia ecologica. Per esempio, le ficobiline presenti soltanto 
nelle alghe rosse e nei cianobatteri assorbono la luce nella 
regione tra 520 e 630 nm (Figura 19.50); questa proprietà 
permette agli organismi di vivere in nicchie dove la luce a 
lunghezza d’onda più bassa o più alta è stata assorbita di- 
rettamente dall'ambiente acquoso oppure da pigmenti di 
altri organismi presenti negli strati soprastanti. 


e Laclorofilla incanala l'energia assorbita verso i centri 

di reazione tramite il trasferimento di eccitoni 
I pigmenti che assorbono la luce presenti nelle membra- 
ne dei tilacoidi o batteriche sono disposti in gruppi funzio- 
nali chiamati fotosistemi. Nei cloroplasti di spinacio, per 
esempio, ogni fotosistema contiene circa 200 molecole di 
clorofilla e circa 50 molecole di carotenoidi. Tutte le mo- 
lecole presenti in un fotosistema sono in grado di assorbi- 
re fotoni, ma soltanto poche molecole di clorofilla associa- 
te al centro di reazione fotochimica sono capaci di tra- 
sformare l’energia della luce in energia chimica. Le altre 
molecole di pigmento del fotosistema sono invece dette 
molecole che raccolgono la luce oppure molecole an- 
tenna, cioè capaci di assorbire l'energia luminosa e di tra- 
sferirla rapidamente ed efficientemente al centro di rea- 
zione (Figura 19.54). 

Le molecole di clorofilla presenti nei complessi che rac- 
colgono la luce hanno delle proprietà di assorbimento del- 
la luce sostanzialmente differenti da quelle delle moleco- 
le di clorofilla libere. Quando la clorofilla isolata viene ec- 
citata in vitro dalla luce, l’energia assorbita viene rilascia- 
ta rapidamente sotto forma di fluorescenza e di calore; se 
invece la clorofilla presente nelle foglie intatte viene ecci- 
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Figura 19.53 Due sistemi per stabilire lo spettro d'azione 

della fotosintesi. (a) | risultati di un esperimento classico eseguito 
da T.W. Englemann nel 1882 per determinare quale lunghezza 
d'onda fosse più efficace nel promuovere il processo fotosintetico. 
Englemann pose cellule di un'alga fotosintetica filamentosa sotto un 
microscopio e le illuminò con la luce rifratta da un prisma, in modo 
che alcune cellule ricevessero principalmente luce blu, altre luce 
gialla e altre ancora luce rossa. Per determinare quali cellule fossero 
fotosinteticamente più attive, furono posti sotto il microscopio 
anche batteri noti per migrare sempre verso le regioni più ricche 

di ossigeno; la distribuzione dei batteri avrebbe quindi indicato le 
posizioni più ricche di ossigeno (prodotto dalla fotosintesi). Come si 
può osservare, i batteri si accumularono attorno alle cellule illuminate 
con luce violetta o con luce rossa. (b) Gli stessi risultati possono essere 
ottenuti in un esperimento simile, usando però tecniche moderne 
(un elettrodo a ossigeno), per la valutazione dell'ossigeno prodotto. 
Uno spettro d'azione (come quello mostrato nella figura) descrive la 
velocità relativa della fotosintesi in seguito all'illuminazione con un 
numero costante di fotoni a diversa lunghezza d'onda. Questi spettri 
d'azione sono utili per individuare (attraverso il confronto con gli 
spettri di assorbimento della luce, come quelli mostrati nella Figura 
19.50) quali pigmenti sono interessati al trasferimento di energia nel 
processo fotosintetico. 


tata dalla luce visibile (Figura 19.55, tappa ©®), la quantità 
di energia perduta per fluorescenza è quasi nulla. Si osser- 
va invece un rapido trasferimento dell'energia da una mo- 
lecola di clorofilla eccitata (una clorofilla antenna) a una 
molecola di clorofilla vicina, che diventa a sua volta ecci- 
tata, mentre la prima ritorna allo stato basale (tappa @). 
Questo trasferimento di energia, un trasferimento di ec- 
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Figura 19.54 Organizzazione dei fotosistemi nella membrana 
del tilacoide. | fotosistemi sono strettamente impacchettati nella 
membrana del tilacoide, insieme a diverse centinaia di molecole di 
clorofilla antenna e di pigmenti accessori che circondano un centro 
di reazione fotochimico. L'assorbimento di un fotone da parte di una 
delle clorofille antenna porta all'eccitazione del centro di reazione 
mediante il trasferimento dell'eccitone (freccia rossa). All'interno della 
membrana del tilacoide vi sono anche il complesso del citocromo bgf 
e l'ATP sintasi (vedi la Figura 19.61). 


citoni, si estende a una terza, a una quarta molecola e co- 
sì via, fino a che l'energia raggiunge una speciale coppia 
di molecole di clorofilla a presenti nel centro di reazione 
fotochimica, che diventano eccitate (tappa ©). In questa 
molecola di clorofilla eccitata, un elettrone viene porta- 
to in un orbitale a più alta energia e successivamente pas- 
sa a un vicino accettore di elettroni che fa parte della ca- 
tena di trasporto degli elettroni; la molecola di clorofilla 
del centro di reazione rimane quindi con un orbitale vuo- 
to (un “buco elettronico”, indicato col simbolo + nella Fi- 
gura 19.55, tappa ©@). ’accettore di elettroni acquista in- 


Figura 19.55 Trasferimento di eccitoni e di elettroni. 
Rappresentazione schematica della conversione dell'energia di un 
fotone assorbito in una separazione di cariche a livello del centro 
di reazione fotochimico. Le fasi di questo processo sono descritte 
più in dettaglio nel testo. Si noti che la tappa © può essere ripetuta 
numerose volte tra una molecola di clorofilla antenna e l'altra, fino 
a che non si raggiunge una clorofilla del centro di reazione. 
L'asterisco (*) contrassegna gli stati eccitati delle clorofille antenna. 
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vece una carica negativa. elettrone perso dalla clorofilla 
del centro di reazione viene rimpiazzato da un elettrone 
fornito da una molecola di un donatore elettronico posto 
nelle vicinanze (tappa @), che diventa a sua volta carico 
positivamente. In questo modo, l’eccitazione prodotta dal- 
la luce causa una separazione di carica e dà inizio a una ca- 
tena di reazioni di ossidoriduzione. 


SOMMARIO 19.7 
L'assorbimento della luce 

e Un fotone della luce visibile possiede abbastanza ener- 
gia da alimentare delle reazioni fotochimiche che, 
negli organismi fotosintetici, portano alla sintesi finale 
di ATP. 

e Nelle reazioni alla luce che avvengono nelle piante 
l’assorbimento di un fotone eccita le molecole di clo- 
rofilla e di altri pigmenti (accessori), che trasferiscono 
Venergia nei centri di reazione delle membrane dei 
tilacoidi. Nei centri di reazione la fotoeccitazione de- 
termina una separazione delle cariche, che produce 
un forte donatore di elettroni (agente riducente) e un 
forte accettore di elettroni. 


L'evento fotochimico centrale: 
il flusso di elettroni indotto dalla luce 


Il trasferimento di elettroni indotto dalla luce nei cloropla- 
sti delle piante durante il processo fotosintetico viene at- 
tuato da sistemi multienzimatici presenti nella membrana 
tilacoidale. Le nostre attuali conoscenze dei meccanismi 
fotosintetici derivano dall'insieme di studi effettuati sui 
cloroplasti delle piante e su vari batteri e alghe. Le deter- 
minazioni cristallografiche ai raggi X delle strutture mo- 
lecolari dei complessi fotosintetici batterici hanno dato un 
notevole contributo a far comprendere meglio gli eventi 
molecolari della fotosintesi. 


e batteri hanno solo uno dei due distinti 

centri di reazione fotochimica 
Nel 1952 Louis Duysens scoprì che illuminando con un im- 
pulso di luce a una specifica lunghezza d’onda (870 nm) 
le membrane fotosintetiche del rodobatterio Rhodospiril- 
lum rubrum si verificava una temporanea diminuzione 
di assorbimento della luce a quella lunghezza d’onda; un 
pigmento perdeva colore se veniva illuminato da una luce 
con lunghezza d’onda pari a 870 nm. Studi successivi effet- 
tuati da Bessel Kok e da Horst Witt rilevarono simili perdi- 
te di colore nei pigmenti dei cloroplasti delle piante illumi- 
nate da una luce con lunghezza d’onda da 680 a 700 nm. 
Inoltre, aggiungendo l’accettore di elettroni (non biologi- 
co) [Fe(CN)g]} (ferrocianuro) si verificava una perdita di 
colore a queste stesse lunghezze d’onda, ma senza illumi- 
nazione. Lo scolorimento dei pigmenti era dunque dovuto 
alla perdita di un elettrone da parte di un centro di reazio- 
ne fotochimica. Questi pigmenti sono stati chiamati P870, 
P680 e P700 in base alla lunghezza d’onda a cui si verifica- 
va la massima perdita di colore (bleaching). 

I batteri fotosintetici hanno un macchinario fototra- 
sduzionale relativamente semplice, con solo uno dei due 
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tipi generali di centri di reazione. Un tipo (presente nei ro- 
dobatteri) trasferisce gli elettroni attraverso la feofitina 
(una clorofilla priva dello ione centrale Mg°*) a un chino- 
ne; l’altro (che si trova nei solfobatteri verdi) trasferisce gli 
elettroni attraverso un chinone a un centro ferro-zolfo. I 
cianobatteri e le piante superiori hanno due sistemi (PSI, 
PSII), uno per ciascun tipo, che agiscono uno dopo l’altro. 
Gli studi biochimici e biofisici dei macchinari fototrasdu- 
zionali dei batteri hanno rivelato molti dettagli molecola- 
ri dei centri di reazione. In questo modo tramite lo studio 
dei sistemi batterici si sono potuti comprendere meglio i 
sistemi più complessi delle piante superiori. 


Il centro di reazione feofitina-chinone (centro di 
reazione di tipo II) Il macchinario fotosintetico dei ro- 
dobatteri è costituito da tre moduli fondamentali (Figura 
19.56a): un singolo centro di reazione (P870), un comples- 
so del citocromo bc;, capace di trasportare elettroni in mo- 
do del tutto simile al Complesso III della catena di traspor- 
to degli elettroni mitocondriale, e un’ATP sintasi, anch'essa 
simile a quella dei mitocondri. La luce determina il trasferi- 
mento degli elettroni, attraverso la feofitina e un chinone, 
al complesso del citocromo bc; da qui, attraverso il citocro- 
mo co, gli elettroni tornano al centro di reazione, ripristi- 
nandolo stato originario in cui si trovavano prima dell’illu- 
minazione. Questo flusso ciclico di elettroni indotto dalla 
luce fornisce l'energia per il pompaggio dei protoni a livello 
del complesso del citocromo bc;. Il gradiente protonico che 
viene così prodotto viene usato dall’ATP sintasi per forma- 
re ’ATP esattamente come nei mitocondri. 

Le strutture tridimensionali dei centri di reazione 
dei rodobatteri (Rhodopseudomonas viridis e Rhodobacter 
sphaeroides), dedotte dalla cristallografia ai raggi X, han- 
no fatto luce sui processi di fototrasduzione in un centro 
di reazione contenente feofitina-chinone. Il centro di rea- 
zione di R. viridis (Figura 19.57a) è un grande complesso 
proteico con 4 subunità polipeptidiche e 13 cofattori: due 
coppie di clorofille batteriche, una coppia di feofitine, due 
chinoni, un atomo di ferro non eminico e quattro gruppi 
eme legati a citocromi di tipo c. 

La sequenza del processo rapidissimo di trasferimen- 
to degli elettroni (mostrato nella Figura 19.57b) è stata de- 
dotta da studi fisici sui centri di reazione batterici con feo- 
fitina-chinone, usando brevi lampi di luce per innescare 
la fototrasduzione, e una varietà di tecniche spettrosco- 
piche per seguire il flusso elettronico attraverso i diversi 
trasportatori. Una coppia di batterioclorofille - la “coppia 
speciale”, indicata con (Chl); - rappresenta il sito inizia- 
le del processo fotochimico nel centro di reazione batteri- 
co. L'energia di un fotone assorbita da una delle molecole 
antenna di clorofilla che circondano il centro di reazione 
raggiunge (Chl); mediante il processo di trasferimento di 
eccitoni. Quando queste due molecole di clorofilla - tal- 
mente vicine tra loro da sovrapporre i loro orbitali - assor- 
bono un eccitone, il potenziale redox di (Chl), si modifica 
di una quantità equivalente all’energia del fotone, conver- 
tendo la coppia speciale in un forte donatore di elettroni; 
(Chl); cede ora un elettrone che, attraverso un monomero 
di clorofilla adiacente, passa alla feofitina (Pheo). Questo 
processo produce due radicali, uno carico positivamente 
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Figura 19.56 |moduli funzionali dell'apparato fotosintetico nei 
rodobatteri e nei solfobatteri verdi. (a) Nei rodobatteri, l'energia 
della luce conduce gli elettroni dal centro di reazione P870, tramite 

la feofitina (Pheo) e un chinone (Q), al complesso di citocromi bc,, 
quindi attraverso il citocromo c, essi tornano al centro di reazione. Il 
flusso elettronico attraversando il complesso di citocromi bc; provoca 
un pompaggio protonico, che crea un potenziale elettrochimico 
fondamentale per la sintesi di ATP. (b) Nei solfobatteri verdi, in seguito 


(la coppia speciale di clorofille) e un altro carico negativa- 
mente (la feofitina): 


(Chl); + 1 eccitone + (Chl); 
(Chl); + Pheo > 
*(Chl)} + *Pheo” 


(eccitazione) 


(separazione di cariche) 


Il radicale feofitina cede ora il suo elettrone a una moleco- 
la di chinone (Q,) saldamente legata alla Pheo, converten- 
do il chinone in un radicale semichinonico, che immedia- 
tamente dona il suo elettrone extra a un secondo chinone 
(Qg) legato meno saldamente. Il trasferimento di un secon- 
do elettrone converte Qy nella sua forma completamente 
ridotta, QgH,, che diventa libero di muoversi nel doppio 
strato lipidico, lontano dal centro di reazione: 


2*Pheo + 2H* + Qg +2 Pheo + QgH, 
(riduzione del chinone) 


Lidrochinone (QgH>), che contiene nei suoi legami chimi- 
ci parte dell’energia dei fotoni che avevano eccitato il cen- 
tro di reazione P870, entra nel gruppo di chinoni ridotti 
(QH3) sparsi nella membrana e si muove nel doppio strato 
lipidico verso il complesso del citocromo bc,. 


all'eccitazione del centro di reazione P840 gli elettroni possono seguire 
due strade diverse. Una è un percorso ciclico mediante il quale gli 
elettroni passano attraverso un chinone (Q) al complesso di citocromi 
bc, e quindi tornano al centro di reazione attraverso il citocromo c. 
L'altra è un percorso non ciclico mediante il quale gli elettroni passano 
dal centro di reazione, attraverso la proteina ferro-zolfo ferredossina 
(Fd), al NAD* tramite la reazione catalizzata dalla ferredossina:NAD 
reduttasi. 


Analogamente al Complesso III mitocondriale, il com- 
plesso del citocromo bc; dei rodobatteri trasporta gli elet- 
troni da un chinolo donatore (QH») a un accettore, e usa 
l'energia del trasferimento elettronico per pompare proto- 
ni attraverso la membrana, producendo una forza motrice 
protonica. Si pensa che il percorso seguito dal flusso elet- 
tronico attraverso questo complesso sia molto simile a quel- 
lo del Complesso III mitocondriale, che coinvolge il ciclo Q 
(vedi la Figura 19.12), in cui i protoni vengono asportati da 
un lato della membrana e rilasciati dall’altro. Laccettore fi- 
nale di elettroni nei rodobatteri è il centro di reazione P870, 
*(Chl)}, a cui è stato sottratto un elettrone (Figura 19.562). 
Gli elettroni si muovono dal complesso del citocromo bc; al 
P870 attraverso un citocromo solubile di tipo c, il citocro- 
mo co. Il processo di trasferimento elettronico completa il 
ciclo, riportando il centro di reazione nel suo stato attivo, 
pronto ad assorbire altra energia da una clorofilla antenna. 

Una caratteristica notevole di questo sistema è dovuta 
al fatto che tutta la chimica avviene allo stato solido, con le 
specie reagenti tenute vicine tra loro nel corretto orienta- 
mento per reagire. Il risultato è una successione di reazio- 
ni molto rapida ed efficiente. 
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(a) 


Figura 19.57 Centro di fotoreazione del rodobatterio 
Rhodopseudomonas viridis. (PDB ID 1PRC) (a) Il sistema ha quattro 
componenti: tre subunità, H, M e L (rispettivamente in marrone, blu e 
grigio), per un totale di 11 segmenti elicoidali transmembrana, e una 
quarta proteina, il citocromo c (giallo), associata al complesso sulla 
superficie della membrana. Le subunità Le M sono una coppia di 
proteine transmembrana che insieme formano una struttura cilindrica 
caratterizzata da una vaga simmetria bilaterale rispetto al suo asse più 
lungo. | gruppi prostetici che partecipano agli eventi fotochimici sono 
mostrati come modelli a spazio pieno; in (b) sono rappresentati come 
strutture a forma di palle e bastoncini. Legate alle catene L 

e M vi sono due coppie di batterioclorofille (verde); una di queste 
coppie — la “coppia speciale” (Chl), — è il sito in cui avvengono le 
prime modificazioni fotochimiche in seguito all'assorbimento della 
luce. Vi è anche incorporata una coppia di molecole di feofitina a 
(Pheo a) (in azzurro), oltre a due chinoni, un menachinone (Qx) e 


Il centro di reazione Fe-S (centro di reazione di tipo I) 
La fotosintesi nei solfobatteri verdi utilizza gli stessi tre 
moduli dei rodobatteri, ma il processo si differenzia in di- 
versi punti e comporta ulteriori reazioni enzimatiche (Fi- 
gura 19.56b). L’eccitazione provoca il trasferimento di un 
elettrone dal centro di reazione al complesso del citocro- 
mo bc, mediante un trasportatore chinonico. Il trasferi- 
mento dell'elettrone attraverso questo complesso consen- 
te un pompaggio di protoni che genera una forza motri- 
ce protonica usata per la sintesi di ATP, come nei rodo- 
batteri e nei mitocondri. Diversamente dal flusso ciclico 
degli elettroni nei rodobatteri, alcuni elettroni fluiscono 
dal centro di reazione a una proteina ferro-zolfo, la ferre- 
dossina, e da qui gli elettroni passano al NAD* tramite la 
ferredossina:NAD reduttasi, producendo NADH. Gli elet- 
troni prelevati dal centro di reazione per ridurre il NAD 
vengono rimpiazzati dall’ossidazione di HS a S elementa- 
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un ubichinone (Qg) (arancione e giallo), che presentano a loro volta 
simmetria bilaterale; troviamo infine un singolo atomo di ferro 

non emico (in rosso), localizzato approssimativamente sull'asse di 
simmetria tra i chinoni. Nella parte alta della figura sono rappresentati 
quattro gruppi eme (in rosso) associati al citocromo c del centro di 
reazione. (b) Sequenza degli eventi in seguito all'eccitazione di una 
coppia speciale di batterioclorofille: tutti icomponenti sono colorati 
come in (a) e i tempi necessari per il trasferimento elettronico sono 
indicati fra parentesi. © La coppia speciale eccitata rilascia un 
elettrone alla feofitina; @ da qui l'elettrone si muove rapidamente 
verso il menachinone saldamente legato, Q. @ Questo chinone 
trasferisce gli elettroni molto più lentamente all'ubichinone mobile, 
Qg, attraverso l'atomo di ferro non emico. © Nel frattempo il “buco 
elettronico” formatosi nella coppia speciale viene riempito da un 
elettrone proveniente da un gruppo eme del citocromo c. 


re, poi a SO7 , nella reazione che caratterizza i solfobatte- 
ri verdi. Questa ossidazione di HS da parte dei batteri è 
chimicamente analoga all’ossidazione dell’acqua da parte 
delle piante superiori. 


e  Fattoricinetici e termodinamici evitano la dissipazione 
dell'energia per conversione interna 

La complessa costruzione dei centri di reazione è il risultato 
della selezione naturale tendente all'efficienza del processo 
fotosintetico. Lo stato eccitato (Chl); poteva in origine de- 
cadere al suo stato basale per conversione interna, un pro- 
cesso molto rapido (10 picosecondi; 1 ps = 107! s) attraver- 
so il quale l'energia del fotone assorbito viene convertita in 
calore (moti molecolari). I centri di reazione sono costruiti 
in modo tale da impedire l’inefficienza che deriverebbe da 
una conversione interna. Le proteine dei centri di reazione 
mantengono le clorofille batteriche, le feofitine batteriche e 
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i chinoni in una disposizione che permetta loro di avere, gli 
uni rispetto agli altri, un determinato orientamento stabile. 
La reazione fotochimica avviene tra questi componenti in 
uno stato praticamente solido. Ciò spiega l’alta efficienza 
e rapidità delle reazioni; nulla è lasciato a collisioni for- 
tuite o dipende da una diffusione casuale. Il trasferimen- 
to dell’eccitone dalla clorofilla antenna alla coppia specia- 
le del centro di reazione avviene in meno di 100 ps, con 
più del 90% di efficienza. Nel giro di 3 ps dall’eccitazione 
del centro di reazione P870, la feofitina riceve un elettro- 
ne e diventa un radicale con carica negativa; meno di 200 
ps più tardi l’elettrone ha raggiunto il chinone Qg (Figura 
19.57b). Le reazioni di trasferimento elettronico non sono 
solo veloci, ma sono anche favorite termodinamicamen- 
te; la coppia speciale eccitata (Chl); è un ottimo donatore 
di elettroni (E'° = —1 V), e ogni successivo trasferimen- 
to di elettroni avviene verso un accettore con un E'° so- 
stanzialmente meno negativo. La variazione di energia 
libera standard associata al processo è quindi rilevante e 
profondamente negativa; si ricordi, come affermato nel 
Capitolo 13, che AG'° = —nAE'"°, dove AE'° è la differenza 
dei potenziali standard di riduzione delle due semireazioni 


(1) (Chl)) >*(Chl)} + e E'°=-1V 
(2) Q+2H'+2e > QH, E'°= -0,045V 
Quindi 
AE'° = —-0,045V — (-1V) = 0,95 V 
6 


AG'° =—-2 (96,5 kJ/V - mole) (0,95 V) = —180 kJ/mole 


La combinazione di cinetiche veloci e di condizioni ter- 
modinamiche favorevoli rende il processo praticamente 
irreversibile e ad alta efficienza. La resa energetica totale 
del processo (intesa come la percentuale dell’energia del 
fotone conservata nel QH;) è superiore al 30%, mentre la 
parte rimanente dell’energia è dissipata sotto forma di ca- 
lore e di entropia. 


e Nelle piante due centri di reazione agiscono in sequenza 

Lapparato fotosintetico dei cianobatteri, delle alghe e delle 
piante vascolari attuali è più complesso di quello dei siste- 
mi batterici monocentrici e sembra essersi evoluto attraver- 
so la combinazione di due fotocentri batterici più semplici. 
Le membrane dei tilacoidi dei cloroplasti hanno due diver- 
si tipi di fotosistemi, ognuno con il proprio tipo di centro di 
reazione fotochimica e il proprio sistema di molecole an- 
tenna. I due sistemi hanno funzioni distinte e complemen- 
tari (Figura 19.58). Il fotosistema II (PSII) è un sistema di 
tipo feofitina-chinone (come l’unico fotosistema dei rodo- 
batteri) e contiene approssimativamente quantità uguali 
di clorofille a e b. eccitazione del suo centro di reazione 
P680 convoglia elettroni attraverso il complesso del citocro- 
mo bef, con un contemporaneo movimento di protoni at- 
traverso la membrana del tilacoide. Il fotosistema I (PSI) 
è riconducibile, da un punto di vista strutturale e funziona- 
le, al centro di reazione di tipo I dei solfobatteri verdi. PSI 
ha un centro di reazione denominato P700 e una maggiore 
quantità di clorofilla a rispetto a quella b. Il P700 eccitato 
trasferisce elettroni alla proteina Fe-S ferredossina e poi al 
NADP', producendo NADPH. Le membrane dei tilacoidi 
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di un singolo cloroplasto di spinacio hanno molte centinaia 
di copie dei due fotosistemi. 

Nelle piante questi centri di reazione agiscono in cop- 
pia per catalizzare il movimento degli elettroni indotto 
dalla luce, dall’H,0 al NADP* (Figura 19.58). Gli elettroni 
vengono trasferiti da un fotosistema all’altro dalla protei- 
na solubile plastocianina, un trasportatore monoelettro- 
nico con una funzionalità simile a quella del citocromo c 
del mitocondrio. Per rimpiazzare gli elettroni che si muo- 
vono dal PSII attraverso il PSI al NADP*, i cianobatteri e 
le piante ossidano H;0 (in analogia con i solfobatteri verdi 
che ossidano l’H,$), producendo ossigeno (Figura 19.58, in 
basso a sinistra). Questo processo è detto fotosintesi 0s- 
sigenica, per distinguerla dalla fotosintesi che non libe- 
ra ossigeno dei rodobatteri e dei solfobatteri verdi. Tutte 
le cellule fotosintetiche che sviluppano O; - quelle delle 
piante, delle alghe e dei cianobatteri - contengono PSI e 
PSII; gli organismi con un solo sistema non sviluppano O». 

Lo schema della Figura 19.58, chiamato spesso sche- 
ma Z per la sua forma simile alla lettera zeta, mette in ri- 
salto il percorso del flusso degli elettroni tra i due fotosi- 
stemi e le relazioni energetiche nelle reazioni alla luce. Lo 
schema Z illustra quindi il cammino completo attraverso 
cui gli elettroni passano dall’H,0 al NADP* secondo la se- 
guente reazione: 


2H,0 + 2NADP* + 8 fotoni > O; + 2NADPH + 2H* 


Per ogni coppia di elettroni assorbiti (uno per ogni fotosi- 
stema), un elettrone viene trasferito dall’H,0 al NADP*. 
Per formare una molecola di ossigeno, che richiede il tra- 
sferimento di quattro elettroni da due molecole di H30 a 
due molecole di NADP*, devono essere assorbiti in totale 
otto fotoni, quattro per ogni fotosistema. 

I meccanismi dettagliati delle reazioni fotochimiche nei 
centri di reazione di PSII e PSI sono essenzialmente analo- 
ghi a quelli dei due fotosistemi batterici, con alcune impor- 
tanti aggiunte. Nel PSII, due proteine molto simili, D1 e D2, 
formano un dimero quasi simmetrico, al quale sono legati 
tutti i cofattori che trasportano elettroni (Figura 19.59). L’ec- 
citazione del P680 nel PSII produce P680°, un eccellente 
donatore di elettroni che nel giro di picosecondi trasferi- 
sce un elettrone alla feofitina, che si carica negativamen- 
te (*Pheo ). Con la perdita di un elettrone, P680° viene 
trasformato in un catione radicalico, P680*. *°Pheo” tra- 
sferisce rapidamente il suo elettrone in eccesso al plasto- 
chinone, PQ, (0 Qu), legato saldamente a una proteina, che 
a sua volta trasferisce l’elettrone a un plastochinone legato 
più debolmente, PQx (0 Qg). Quando PQg ha acquistato in 
questo modo due elettroni con due trasferimenti da PQ, e 
due protoni dal solvente acquoso, è nella sua forma com- 
pletamente ridotta, PQxH;. La reazione totale iniziata dal- 
la luce nel centro PSII è 


4 P680 + 4H* + 2 PQy + 4 fotoni > 4 P680* + 2 PQyH, 
(19.12) 


Infine, gli elettroni in PQgH, passano al complesso del cito- 
cromo bef (Figura 19.58). Lelettrone inizialmente rimosso 
da P680 viene rimpiazzato da un elettrone ottenuto dall’os- 
sidazione dell’acqua, come descritto in seguito. Il sito di 
legame del plastochinone è il punto in cui agiscono mol- 
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Figura 19.58 Integrazione dei fotosistemi le Il nei cloroplasti. 
Questo “schema Z” mostra il percorso del trasferimento elettronico 
dall’H,0 (in basso a sinistra) al NADP* (nella parte più a destra) nella 
fotosintesi non ciclica. La posizione nella scala verticale di ogni 
portatore di elettroni riflette il suo potenziale standard di riduzione. 
Affinché l'energia degli elettroni derivati dall'H,0 sia incrementata 
dell'ammontare necessario per ridurre NADP* a NADPH,; il livello 
energetico di ogni elettrone deve essere “innalzato” due volte 
(frecce spesse) dai fotoni assorbiti in PSI e PSII. In ogni fotosistema 
per ciascun elettrone è necessario un fotone. Dopo l'eccitazione, 


ti erbicidi in commercio, che uccidono le piante bloccan- 
do il trasferimento di elettroni attraverso il complesso del 
citocromo bgf, impedendo così la formazione fotosinteti- 
ca di ATP. 

Gli eventi fotochimici che seguono l'eccitazione del PSI 
(in corrispondenza del centro di reazione P700) sono fon- 
damentalmente analoghi a quelli che avvengono nel PSII. 
Il centro di reazione eccitato P700° perde un elettrone in 
favore di un accettore, Ao (che si ritiene possa essere una 
forma speciale di clorofilla con funzioni analoghe a quelle 
della feofitina del PSII), creando Aj e P700* (Figura 19.58, 
a destra); anche in questo caso l’eccitazione comporta una 
separazione di carica nel centro di reazione fotochimico. 
P700* è un forte agente ossidante, che acquisisce veloce- 
mente un elettrone dalla plastocianina, una proteina solu- 
bile contenente rame capace di trasferire elettroni. Ag è un 
agente riducente estremamente forte, che passa il suo elet- 
trone a una catena di trasportatori che termina con NADP*. 
Inizialmente il fillochinone (A) accetta un elettrone e lo 


gli elettroni ad alta energia fluiscono, perdendo progressivamente 
energia attraverso la catena di portatori mostrata. | protoni 
attraversano lamembrana del tilacoide durante la reazione di 
scissione dell'acqua e durante il trasferimento di elettroni attraverso 
il complesso del citocromo bgf, producendo il gradiente protonico 
fondamentale per la formazione di ATP. Un percorso alternativo per 
gli elettroni consiste in un trasferimento ciclico, in cui gli elettroni 
ritornano dalla ferredossina al complesso del citocromo bgf, invece 

di ridurre il NADP* a NADPH. La via ciclica produce più ATP rispetto a 
quella non ciclica, ma meno NADPH. 


passa a una proteina ferro-zolfo (attraverso tre centri Fe-S in 
PSI). Da qui l’elettrone si muove verso la ferredossina (Fd), 
un’altra proteina ferro-zolfo debolmente legata alla mem- 
brana tilacoidale. La ferredossina degli spinaci (M, 10 700) 
contiene un centro 2Fe-2S (vedi la Figura 19.5); quest’ulti- 
mo subisce reazioni di ossidazione e di riduzione che coin- 
volgono un elettrone. Il quarto trasportatore di elettroni 
della catena è la flavoproteina ferredossina:NADP* ossi- 
doreduttasi, che trasferisce elettroni dalla ferredossina ri- 
dotta (Fd,;a) al NADP*: 


2Fd,;a + 2H' + NADP*' + 2Fd,y + NADPH + H* 


Questo enzima è omologo alla ferredossina:NAD re- 
duttasi dei solfobatteri verdi (Figura 19.56b). 


e Leclorofille antenna sono strettamente integrate 

coni trasportatori di elettroni 
I trasportatori di elettroni del centro di reazione PSI e i 
complessi che catturano la luce fanno parte di un comples- 
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Figura 19.59 Fotosistema Il del cianobatterio Synechococcus 
elongates. L'illustrazione mostra la forma monomerica del complesso 
che contiene due proteine transmembrana principali, DI e D2, 
ciascuna col suo insieme di cofattori. Sebbene le due subunità siano 
quasi simmetriche, il flusso elettronico avviene attraverso una sola 
delle due ramificazioni di cofattori, cioè su quella destra (su D1). Le 
frecce indicano il percorso del flusso di elettroni che va dal gruppo di 
ioni MnyCa dell'enzima che scinde l'acqua al chinone PQg. Gli eventi 
fotochimici avvengono nella sequenza indicata dai numeri. Si osservi 
la stretta somiglianza tra la posizione che i cofattori hanno in questo 
caso e le loro posizioni nel centro di fotoreazione batterico mostrato 
nella Figura 19.57. Il ruolo dei residui di Tyr e le strutture dettagliate 
del gruppo di ioni MnyCa vengono trattati più avanti nel testo (vedi la 
Figura 19.64b). 


so sopramolecolare (Figura 19.60a), la cui struttura è stata 
determinata cristallograficamente. La proteina è costitui- 
ta da tre complessi identici, ciascuno composto da 11 pro- 
teine diverse (Figura 19.60b). In questa intricata struttura 
numerose molecole di clorofilla antenna e di carotenoidi 
sono disposte ordinatamente attorno al centro di reazio- 
ne (Figura 19.60c). I cofattori che trasportano gli elettroni 
nel centro di reazione sono pertanto strettamente integrati 
con la clorofilla antenna. Questa disposizione permette un 
trasferimento molto rapido ed efficiente dell’eccitone dal- 
la clorofilla antenna al centro di reazione. Si ritiene che, al 
contrario del percorso che gli elettroni seguono nel PSII, 
che è unico, il flusso degli elettroni che inizia con l’assor- 
bimento di un fotone avvenga nel PSI attraverso entram- 
be le ramificazioni dei trasportatori. 


e Il complesso del citocromo bgf unisce i fotosistemi Il e | 

Gli elettroni conservati sotto forma di plastochinolo dopo 
l'eccitazione del P680 nel fotosistema II sono poi trasportati 
al P700 del fotosistema I mediante il complesso del citocro- 
mo bf e la proteina solubile plastocianina (Figura 19.58, al 
centro). Come il Complesso III dei mitocondri, il comples- 
so del citocromo bgf (Figura 19.61) contiene un citocromo di 
tipo b con due gruppi eme (chiamati by e by), una proteina 
ferro-zolfo di Rieske (M, 20 000) e il citocromo f (dal termi- 
ne latino frons, “foglia”). Gli elettroni fluiscono attraverso il 
complesso del citocromo bgf dal PQgH; al citocromo f, poi 
alla plastocianina, e infine al P700, riducendolo. 
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Il complesso del citocromo bgf, come il Complesso II 
dei mitocondri, convoglia gli elettroni da un chinone ri- 
dotto, un trasportatore a due elettroni mobile e solubile 
nei lipidi (Q nei mitocondri e PQg nei cloroplasti), a una 
proteina solubile in acqua che trasporta un solo elettro- 
ne per volta (il citocromo c nei mitocondri e la plastocia- 
nina nei cloroplasti). Come nei mitocondri, la funzione 
di questo complesso dei cloroplasti si sviluppa all’interno 
di un ciclo simile al ciclo del coenzima Q (vedi la Figura 
19.12), in cui gli elettroni passano dal PQgH; al citocro- 
mo by uno alla volta. Il ciclo dà anche luogo al pompaggio 
di protoni attraverso la membrana; nei cloroplasti la di- 
rezione del movimento dei protoni è dal compartimento 
stromale al lume del tilacoide: per ogni coppia di elettro- 
ni vengono pompati più di quattro protoni. Il risultato fi- 
nale è la formazione di un gradiente protonico attraverso 
la membrana del tilacoide, mentre gli elettroni vengono 
trasferiti dal fotosistema II al fotosistema I. Poiché il vo- 
lume del lume dei tilacoidi appiattiti è relativamente pic- 
colo, l’arrivo anche di un numero limitato di protoni ha 
un effetto considerevole sul pH dell'ambiente del lume. 
La differenza di pH misurata tra lo stroma (pH 8) e il lu- 
me (pH 5) rappresenta una differenza di concentrazio- 
ne protonica di circa 1000 volte: una forza ampiamente 
sufficiente a innescare la sintesi di ATP. 


e  Ilflussociclico degli elettroni tra PSI e complesso 
del citocromo byfaumenta la produzione di ATP 
rispetto a quella di NADPH 

Il flusso degli elettroni dal PSII attraverso il citocromo bgf, 
e poi attraverso il PSI fino al NADP', talvolta è chiamato 
flusso non ciclico degli elettroni, per distinguerlo dal 
flusso ciclico degli elettroni, che si svolge con diverse 
velocità, a seconda delle condizioni di luminosità. La via 
non ciclica produce un gradiente protonico, utilizzato per 
sintetizzare ATP e NADPH, che è necessario per i proces- 
si biosintetici riduttivi. Il flusso ciclico degli elettroni coin- 
volge solo il PSI, ma non il PSII (Figura 19.58). Gli elettroni 
passando dal P700 alla ferredossina non vengono trasferiti 
al NADP*, ma tornano indietro, attraverso il complesso del 
citocromo bef, alla plastocianina. (Questa via di trasporto 
degli elettroni è simile a quella descritta per i solfobatteri 
verdi ed è mostrata nella Figura 19.56b.) La plastocianina 
dona gli elettroni al P700, che li trasferisce alla ferredossi- 
na. In tal modo gli elettroni vengono ripetutamente rici- 
clati tra il complesso del citocromo befe il centro di reazio- 
ne del PSI. Ciascun elettrone viene spinto nel ciclo dall’e- 
nergia di un fotone. Il flusso ciclico degli elettroni non è 
accompagnato dalla formazione netta di NADPH o dallo 
sviluppo di O;, ma dal pompaggio di protoni da parte del 
complesso del citocromo bf, e dalla fosforilazione di ADP 
ad ATB un processo noto come fotofosforilazione ciclica. 
L'equazione complessiva per il flusso ciclico degli elettro- 
ni e la fotofosforilazione è 


l 
ADP + P;— > ATP + H,0 


Regolando la distribuzione degli elettroni tra la riduzione 
del NADP* e la fotofosforilazione ciclica, le piante aggiu- 
stano il rapporto tra ATP e NADH prodotti nelle reazioni 
dipendenti dalla luce per soddisfare la necessità di questi 
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(a) 


Figura 19.60 Il complesso sopramolecolare di PSI e le clorofille 
antenna a esso associate. (a) Disegno schematico delle proteine 
essenziali e dei cofattori in un'unità singola di PSI. Un gran numero 

di clorofille antenna circonda il centro di reazione e convoglia in esso 
(frecce rosse) l'energia dei fotoni assorbiti. Si verifica un'eccitazione 
della coppia di molecole di clorofilla che costituisce il P700. 
L'eccitazione di P700 diminuisce notevolmente il suo potenziale 

di riduzione e trasferisce un elettrone, attraverso due molecole di 
clorofilla, al fillochinone (Qg; chiamato anche A,). Il fillochinone 
ridotto si riossida e trasferisce due elettroni, uno alla volta (frecce 
blu), a una proteina Fe-S (Fy) vicina al lato n della membrana. Da Fy gli 
elettroni si spostano attraverso altri due centri Fe-S (Fy ed Fg), fino alla 
proteina ferredossina nello stroma. La ferredossina dona gli elettroni 


prodotti nelle reazioni di assimilazione del carbonio e nel- 
le altre vie biosintetiche. Come vedremo nel Capitolo 20, 
le reazioni di assimilazione del carbonio richiedono ATP 
e NADPH nel rapporto 3:2. 
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al NADP*(non mostrato), riducendolo a NADPH, una delle forme con 
cui l'energia dei fotoni viene intrappolata nei cloroplasti. (b) Vista dal 
lume del tilacoide perpendicolarmente alla membrana della struttura 
trimerica (derivata da PDB ID 1JBO); la figura mostra tutte le subunità 
proteiche (grigio) e i cofattori. (c) IMmagine di un monomero di PSI 
privo di tutte le proteine, che mostra la disposizione delle molecole 

di clorofilla antenna e di quelle del centro di reazione (verde, con gli 
ioni Mg?* verde scuro al centro), i carotenoidi (giallo) e i centri Fe-S del 
centro di reazione (strutture a spazio pieno in rosso e arancione). Le 
proteine mantengono i componenti rigidamente orientati in modo da 
massimizzare l'efficienza del trasferimento di energia tra le molecole 
antenna eccitate e il centro di reazione. 


La regolazione di questa via di trasporto degli elettro- 
ni può essere considerata parte dell’adattamento a breve 
termine ai cambiamenti del colore (lunghezza d’onda) e 
quantità (intensità) della luce, come vedremo più avanti. 
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e Letransizioni di stato cambiano la distribuzione dell’LHCII 
tra i due fotosistemi 

Lenergia necessaria per eccitare il PSI (P700) è inferiore 
(luce di lunghezza d’onda maggiore corrisponde a minore 
energia) a quella necessaria per eccitare il PSII (P680). Se 
il PSI e il PSII fossero fisicamente contigui, gli eccitoni ge- 
nerati nel sistema antenna del PSII migrerebbero nel cen- 
tro di reazione del PSI, lasciando il PSII costitutivamente 
sottoeccitato e interferendo così con l’attività dei due cen- 
tri. Lo squilibrio nel rifornimento di elettroni è impedito 
dalla separazione nella membrana tilacoidale dei due fo- 
tosistemi (Figura 19.62). Il PSII è localizzato quasi esclusi- 
vamente nelle membrane impilate dei grani tilacoidali; il 
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Caverna 


Figura 19.61 Flusso elettronico e flusso protonico attraverso 

il complesso del citocromo bgf. (a) La struttura cristallografica del 
complesso (PDB ID 1FV5) mostra le posizioni dei cofattori coinvolti 
nel trasferimento degli elettroni. Oltre ai gruppi eme del citocromo b 
(eme by e b,, chiamati anche rispettivamente by e bp, per la loro 
vicinanza ai lati n e p del doppio strato) e a quelli del citocromo f 
(eme f), troviamo un quarto gruppo (eme x) vicino all'eme by e un 
fi-carotene di cui non è nota la funzione. Il plastochinone si lega a due 
siti: il sito PQH,, vicino al lato P, e il sito PQ, vicino al lato N. Il centro 
Fe-S della proteina di Rieske si trova appena fuori del doppio strato 
sul lato P, il sito eme fsi trova su un dominio proteico che si estende 
nel lume del tilacoide. La via percorsa dagli elettroni è mostrata 
solamente per uno dei monomeri, ma entrambi gli insiemi di 
trasportatori presenti all'interno del dimero trasportano gli elettroni 
alla plastocianina (PDB ID 205B). (b) Il complesso è un omodimero 
strutturato per creare una cavità (caverna) che connette i siti POH, e 
PQ (si confronti con la struttura del Complesso III mitocondriale della 
Figura 19.11). La cavità consente il movimento del plastochinone tra 
i suoi siti di ossidazione e riduzione. (c) Il plastochinolo (PQH;) che si 
forma in PSII viene ossidato dal complesso del citocromo bgfin una 
serie di tappe come quelle del ciclo Q nel complesso del citocromo 
bc, (Complesso III) dei mitocondri (vedi la Figura 19.12). Un elettrone 
passa dal POH, al centro Fe-S della proteina di Rieske (violetto), 
l'altro passa all'eme b, del citocromo bg (verde). Il risultato netto è il 
passaggio di elettroni dal PQH, alla proteina solubile plastocianina, 
che li porta al PSI. 


complesso LHCII (complesso leggero di cattura degli elet- 
troni) media l'associazione delle membrane adiacenti nei 
grani. Il PSI e il complesso dell’ATP sintasi sono localizzati 
quasi esclusivamente nelle membrane tilacoidali non im- 
pilate (lamelle stromali), dove hanno accesso allo stroma, 
quindi all’ADP e al NADP*. Il complesso del citocromo hef 
si trova soprattutto nei grani. 

Passociazione dell’LHCII al PSI e al PSII dipende dall’in- 
tensità della luce e dalla sua lunghezza d’onda, che possono 
rapidamente cambiare, conducendo a transizioni di sta- 
to nel cloroplasto. Nello stato 1, un residuo essenziale di 
serina dell’LHCII non è fosforilato, e il complesso può as- 
sociarsi al PSII. In condizioni di intensa illuminazione o di 
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Figura 19.62 Localizzazione del PSI e del PSII nelle membrane 
tilacoidali. (a) Strutture dei complessi e delle proteine solubili 
dell'apparato fotosintetico di una pianta vascolare o di un'alga, 
riportati in scala. Le strutture sono il fotosistema Il (PDB ID 2AXT), il 
complesso del citocromo bgf(PDB ID 2E74), la plastocianina (PDB ID 
1AG6), il fotosistema | (PDB ID 1QZV), la ferredossina (PDB ID 1A70) 

e la ferredossina:NADP* ossidoreduttasi (PDB ID1QG0O). La struttura 
dell'ATP sintasi è quella mostrata nella Figura 19.25c. (b) Il complesso 


luce blu, che favoriscono l’assorbimento degli elettroni da 
parte del PSII, il fotosistema riduce il plastochinone a pla- 
stochinolo (PQH;) più velocemente di quanto il PSI possa 
ossidarlo. accumulo di PQH; che si determina attiva una 
proteina chinasi che catalizza la transizione allo stato 2, fo- 
sforilando un residuo di treonina sull’LHCII (Figura 19.63). 
La fosforilazione indebolisce l'interazione dell’LHCII con il 
PSII: parte dell’LHCII si dissocia e si trasferisce alle lamelle 
dello stroma, dove cattura fotoni (eccitoni) per il PSI. ’ossi- 
dazione del PQH), viene accelerata e contemporaneamen- 
te viene rimosso lo squilibrio del flusso degli elettroni tra il 
PSI e il PSII. In condizioni di luce meno intensa (all’ombra, 
con più luce rossa), il PSI ossida il PQH; più velocemente 
di quanto possa produrlo il PSII. Paumento della [PQ] che 
ne consegue determina la defosforilazione dell’LHCII, in- 
vertendo l’effetto della fosforilazione. 

La transizione di stato della localizzazione dell’LHCII è 
regolata di concerto con la transizione dalla forma ciclica 
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LHCII deputato all'assorbimento della luce e l’ATP sintasi sono 
localizzati nelle regioni impilate della membrana tilacoidale (grani, 
dove diverse membrane sono in contatto tra loro) e in regioni non 
impilate (lamelle stromali), e hanno rapido accesso all'ADP e al NADP* 
dello stroma. Il PSII è presente quasi esclusivamente nelle regioni 
impilate, e il PSI quasi esclusivamente nelle regioni non impilate, 
esposte nello stroma. L'LHCII è l'“adesivo” che mantiene impilate le 
lamelle (vedi la Figura 19.63). 


alla forma non ciclica della fotofosforilazione descritta in 
precedenza; il flusso degli elettroni è prevalentemente non 
ciclico nello stato 1, e prevalentemente ciclico nello stato 2. 


© L'acqua viene scissa dal complesso che libera ossigeno 
La fonte primaria di elettroni trasferiti al NADPH nel pro- 
cesso fotosintetico delle piante (che produce ossigeno) è 
l’acqua. Avendo ceduto un elettrone alla feofitina, il P680* 
(del PSII) deve acquistare un elettrone per ritornare al suo 
stato basale ed essere pronto a catturare l’energia di un al- 
tro fotone. In linea di principio, l’elettrone necessario può 
derivare da un numero considerevole di molecole orga- 
niche e inorganiche. I batteri fotosintetici possono usare 
a questo scopo molte molecole donatrici - acetato, succi- 
nato, malato o solfuri - in base alla disponibilità in quella 
particolare nicchia ecologica. 

Circa tre miliardi di anni fa l’evoluzione dei batteri fo- 
tosintetici primitivi (i progenitori degli attuali cianobatte- 
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ri) ha sviluppato un fotosistema capace di ottenere elettro- 
ni da un donatore che è sempre disponibile, cioè l’acqua. 
In questo processo due molecole d’acqua vengono scisse, 
liberando quattro protoni, quattro elettroni e una mole- 
cola di ossigeno: 


2H,0 > 4H* +4e + (05 


Un singolo fotone non possiede l'energia necessaria alla 
rottura dei legami dell’acqua; in questa reazione di rottu- 
ra fotolitica sono richiesti quattro fotoni. 

I quattro elettroni sottratti alla molecola d’acqua non 
passano direttamente al P680*, che può accettare un solo 
elettrone per volta. Ciò avviene invece attraverso un mac- 
chinario molecolare, il complesso che libera ossigeno 
(detto anche complesso che scinde l’acqua), che trasferi- 
sce uno alla volta quattro elettroni al P680* (Figura 19.64). 
Il donatore di elettroni al P680* è un residuo di Tyr (spesso 
indicato con la lettera Z o con Tyrz) presente nella subuni- 
tà D1 del centro di reazione del PSII. Il residuo di Tyr per- 
de un elettrone e un protone, generando il radicale libero 
elettricamente neutro *Tyr: 


4 P680* + 4 Tyr > 4 P680 + 4 *Tyr (19.13) 


(a) 
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Figura 19.63 Bilanciamento del flusso elettronico nel PSI e nel 
PSII per transizione di stato. Un dominio idrofobico dell'LHCII in 
una lamella tilacoidale si inserisce nella lamella vicina e comprime 
saldamente le due membrane (stato 1). L'accumulo del plastochinone 
(non mostrato) stimola una proteina chinasi che fosforila un residuo 
di treonina nel dominio idrofobico dell'LHCII, riducendo la sua 
affinità per la membrana tilacoidale vicina e convertendo le regioni 
impilate in regioni non impilate (stato 2). Una specifica proteina 
fosfatasi rimuove questa fosforilazione regolatrice quando il rapporto 
[PQ]/[PQH,;] aumenta. 


Questo radicale tirosinico recupera l’elettrone e il 
protone che ha perso ossidando un gruppo costituito da 
quattro ioni manganese e uno ione calcio presenti nel 
complesso che scinde l’acqua. Dopo il trasferimento di 
ogni elettrone questo gruppo MnyCa diventa sempre più 
ossidato; il trasferimento di quattro elettroni, ognuno 
corrispondente all’assorbimento di un fotone, produce 
una carica complessiva 4+ sul complesso Mn4Ca (Figu- 
ra 19.64): 


4 *Tyr + [Mn4Ca]° > 4 Tyr + [MnCa]#* (19.14) 


In questa condizione il complesso MnyCa può acquistare 
quattro elettroni da una coppia di molecole d’acqua, rila- 
sciando 4H* e O;: 


[MnyCa]4* + 2H,0 > [Mn4Ca]" +4H" +0; (19.15) 


Poiché i quattro protoni prodotti in questa reazione sono 
rilasciati nell'interno del lume del tilacoide, il comples- 
so che libera ossigeno agisce come una pompa protonica, 
spinta dal trasferimento degli elettroni. La reazione com- 
plessiva, dall’Equazione 19.12 all’Equazione 19.15, è 


2H;0 + 2PQg + 4 fotoni > O, + 2PQ3H3 (19.16) 


Quarto eccitone 


SÉ a 
fe 
2+ x 3+ } 0, 
i ? i ) | 
H* |: H* |: 


Figura 19.64 Scissione dell’acqua a opera del complesso che sviluppa ossigeno. 


(a) La figura mostra il processo che produce un agente ossidante a quattro elettroni, 
costituito da un centro multinucleare con quattro ioni Mn, uno ione Ca e quattro atomi di 
ossigeno, nel complesso che scinde l'acqua del PSII. L'assorbimento sequenziale di quattro 
fotoni (eccitoni), ognuno dei quali causa la perdita di un elettrone dal centro MnyCa, 
produce un agente ossidante che rimuove quattro elettroni da due molecole di acqua, 
liberando O). Gli elettroni vengono ceduti uno alla volta dal centro Mn4Ca a un residuo 
ossidato di tirosina nella proteina PSII, quindi al P680*. (b) Il centro metallico del complesso 
che scinde l'acqua, ottenuto per cristallografia ai raggi X (PDB ID 3ARC). La Tyr 
prendere parte all'ossidazione dell'acqua, è vista in forma legata con legami idrogeno a una 
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rete di molecole d'acqua, delle quali diverse sono in contatto con il centro MnyCa. Questo è 
il sito in cui avviene una tra le più importanti reazioni nell'intera biosfera! 
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La struttura dettagliata del complesso che libera ossige- 
no è stata ottenuta tramite cristallografia ai raggi X a elevata 
risoluzione. Il gruppo metallico assume la forma di una se- 
dia (Figura 19.64b). Il piano orizzontale (la seduta) e le gam- 
be della sedia sono formati da tre ioni Mn, da uno ione Ca 
e da quattro atomi di O. Il quarto ione Mn e un altro atomo 
di O formano invece lo schienale della sedia. Nella struttu- 
ra cristallina sono visibili anche quattro molecole d’acqua: 
due sono associate a uno degli ioni Mn, mentre le altre due 
sono associate allo ione Ca. È possibile che una, e talvolta 
più di una, di queste molecole d’acqua sia quella che va in- 
contro all’ossidazione per produrre 0;. Questo complesso 
metallico è associato a una proteina periferica di membra- 
na (M, 33000) sul lato del lume della membrana tilacoida- 
le; in questa forma il gruppo metallico è presumibilmente 
più stabile. Il residuo di Tyr indicato come Z, attraverso cui 
si muovono gli elettroni tra l’acqua e il centro di reazione 
PSII, è parte di una rete di molecole d’acqua unite tra loro 
da legami idrogeno che comprende anche le quattro mo- 
lecole d’acqua associate al gruppo MnyCa. Il meccanismo 
dettagliato dell’ossidazione dell’acqua a opera del gruppo 
MnyCa non è ancora noto ed è oggetto di intensi studi. La 
reazione è essenziale per la vita sulla Terra e potrebbe coin- 
volgere un nuovo tipo di chimica bioinorganica. La determi- 
nazione della struttura del centro polimetallico ha suggeri- 
to alcune ragionevoli ipotesi che vengono ora sottoposte a 
verifica sperimentale. Aspettiamo e vedremo. 


SOMMARIO 19.8 
L'evento fotochimico centrale: il flusso 
di elettroni indotto dalla luce 

e Ibatteri hanno un solo centro di reazione; nei rodobat- 
teri è del tipo feofitina-chinone, nei solfobatteri verdi è 
del tipo Fe-S. 

e Studi strutturali compiuti sul centro di reazione dei 
rodobatteri hanno fornito informazioni sul flusso degli 
elettroni indotto dalla luce proveniente da una specia- 
le coppia eccitata di molecole di clorofilla in direzione 
dei chinoni, attraverso la feofitina. Gli elettroni passa- 
no poi dai chinoni al complesso del citocromo bc, per 
ritornare al centro di fotoreazione. 

e Un percorso alternativo, nei solfobatteri verdi, invia gli 
elettroni dal chinone ridotto al NAD*. 

e I cianobatteri e le piante hanno due centri di reazione 
differenti, che lavorano in sequenza. 

e Il fotosistema I delle piante trasferisce gli elettroni dal 
suo centro di reazione eccitato, P700, alla ferredossina 
attraverso una serie di trasportatori; la ferredossina ri- 
duce poi il NADP* a NADPH. 

e Il centro di reazione del fotosistema II delle piante, 
P680, fornisce elettroni al plastochinone, e gli elettro- 
ni persi dal P680 vengono rimpiazzati dagli elettroni 
dell’H;0 (in altri organismi vengono utilizzati donatori 
diversi dall'acqua). 

e Il flusso di elettroni attraverso i fotosistemi produce 
NADPH e ATP Il flusso ciclico degli elettroni produce 
solo ATP, permettendo la produzione di NADPH e ATP 
in proporzioni variabili. 

e La distribuzione di PSI e PSII tra le lamelle dei grani e 
degli stromi può variare, ed è indirettamente control- 
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lata dall’intensità della luce, in modo da ottimizzare la 
distribuzione degli eccitoni tra PSI e PSII per un’effi- 
ciente cattura della luce. 

e La scissione dell’H;0 indotta dalla luce è catalizzata da 
un complesso proteico contenente Mn e Ca; nella scis- 
sione viene prodotto O.. Il plastochinone ridotto forni- 
sce elettroni al complesso del citocromo bf; gli elettro- 
ni passano poi alla plastocianina e quindi al P700 per 
rimpiazzare quelli che sono stati persi durante la sua 
fotoeccitazione. 

e Gli elettroni che fluiscono attraverso il complesso 
del citocromo bgf inducono i protoni ad attraversare 
la membrana plasmatica; in tal modo si crea la forza 
motrice protonica che fornisce energia per la sintesi di 
ATP da parte di un’ATP sintasi. 


Sintesi di ATP accoppiata 
alla fotofosforilazione 


Le attività combinate dei due fotosistemi delle piante tra- 
sferiscono gli elettroni dall’acqua al NADP*, conservando 
sotto forma di NADPH parte dell’energia derivata dall’as- 
sorbimento della luce (vedi la Figura 19.58). I protoni ven- 
gono pompati contemporaneamente attraverso la mem- 
brana tilacoidale e un’altra parte dell’energia viene con- 
servata sotto forma di potenziale elettrochimico. A questo 
punto rivolgiamo la nostra attenzione al processo con cui 
il gradiente protonico porta alla sintesi di ATP, l’altro pro- 
dotto ad alta energia delle reazioni dipendenti dalla luce. 

Nel 1954 Daniel Arnon e i suoi collaboratori scopri- 
rono che nei cloroplasti di spinacio illuminati l’ATP vie- 
ne generato da ADP e P; durante il trasferimento fotosin- 
tetico degli elettroni. Il lavoro di Albert Frenkel confer- 
mò queste scoperte e indivi- 
duò strutture membranose, 
isolate da batteri fotosintetici 
contenenti pigmenti, chiama- 
te cromatofori, capaci di cata- 
lizzare una produzione di ATP 
dipendente dalla luce. I ricer- 
catori conclusero che una par- 
te dell'energia della luce cattu- 
rata dai centri fotosintetici di 
questi organismi veniva tra- 
sformata nell’energia dei lega- 
mi fosforici dell'ATP. Questo processo viene detto fotofo- 
sforilazione, per distinguerlo dalla fosforilazione ossida- 
tiva dei mitocondri. 


Daniel Arnon, 1910-1994 


e Ilflussodeglielettronie la fosforilazione sono accoppiati 
da un gradiente protonico 

Molte delle proprietà del trasferimento fotosintetico de- 
gli elettroni e della fotofosforilazione nei cloroplasti sug- 
geriscono il coinvolgimento di un gradiente protonico, 
come nella fosforilazione ossidativa mitocondriale. (1) I 
centri di reazione, i trasportatori di elettroni e gli enzimi 
che formano ATP sono localizzati sulla membrana dei ti- 
lacoidi, impermeabile ai protoni, che deve essere intat- 
ta per permettere la fotofosforilazione. (2) La fotofosfo- 
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rilazione può essere disaccoppiata dal flusso di elettroni 
da composti che favoriscono il passaggio di protoni attra- 
verso la membrana tilacoidale. (3) La fotofosforilazione 
può essere bloccata da venturicidina e da agenti simili 
che inibiscono la formazione di ATP da ADP e P; da par- 
te dell'ATP sintasi mitocondriale (vedi la Tabella 19.4). 
(4) La sintesi di ATP è catalizzata da complessi FF, loca- 
lizzati sulla superficie esterna delle membrane tilacoida- 
li, con strutture e funzioni molto simili a quelle dei com- 
plessi F,F1 mitocondriali. 

Le molecole che trasferiscono gli elettroni nella cate- 
na di connessione tra il fotosistema II e il fotosistema I 
sono orientate asimmetrica- 
mente nella membrana tila- 
coidale, in modo che il flus- 
so fotoindotto degli elettro- 
ni produca un movimento di 
protoni attraverso la membra- 
na, dall’esterno della mem- 
brana tilacoidale al comparti- 
mento interno (Figura 19.65). 
Nel 1966 André Jagendorf di- 
mostrò che un gradiente di 
pH attraverso la membrana 


| 


André Jagendorf 


Stroma (lato N) \\ 


Luce f Luce NADP*+H* 
"mn 2H* Complesso NADEH 
del citocromo bgf 


Plastocianina 
Lume (lato P) 


Membrana tilacoidale 


Figura 19.65 Circuiti elettronici e protonici nei tilacoidi. Gli 
elettroni (frecce blu) si spostano dall'H,0 attraverso il PSII, la catena 
intermedia di trasportatori e il PSI fino al NADP*. | protoni (frecce 
rosse) vengono pompati nel lume tilacoidale, utilizzando l'energia 
prodotta dal flusso elettronico, per mezzo dei trasportatori che 
legano il PSII al PSI. | protoni rientrano nello stroma attraverso i loro 
canali formati dalla porzione F, (indicata come CF.) dell'ATP sintasi. La 
subunità F, (CF) catalizza la sintesi dell'ATP. 
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tilacoidale (la parte alcalina all’esterno) poteva fornire 
la forza trainante per la produzione di ATP. Queste osser- 
vazioni rappresentano alcune delle evidenze sperimen- 
tali più convincenti in favore della teoria chemiosmotica 
formulata da Mitchell. 

Jagendorf sospese dei cloroplasti al buio in una solu- 
zione tampone a pH 4; il tampone entrava lentamente nel 
compartimento interno dei tilacoidi, abbassandone il pH. 
Furono allora aggiunti ADP e P;, mantenendo sempre la so- 
spensione al buio, e la soluzione tampone fu rapidamen- 
te sostituita con una a pH 8, in modo da generare un alto 
gradiente elettrochimico transmembrana. Mentre i pro- 
toni ritornavano fuori dai tilacoidi, nella soluzione veni- 
va prodotto ATP da ADP e P,. Poiché la formazione di ATP 
avveniva al buio (senza il supplemento dell’energia della 
luce), questo esperimento dimostrava che un gradiente di 
pH transmembrana costituisce lo stato ad alta energia, co- 
me nella fosforilazione ossidativa mitocondriale, sufficien- 
te a favorire la conversione dell’energia ottenuta dal trasfe- 
rimento di elettroni in energia chimica dell’ ATP. 


e Èstata determinata una stechiometria approssimativa 
della fotofosforilazione 

Nei cloroplasti delle piante, a causa del movimento degli 
elettroni dall'acqua al NADP*, circa 12 H* si spostano dal- 
lo stroma al lume del tilacoide per quattro elettroni tra- 
sferiti (cioè per molecola di ossigeno formata). Quattro di 
questi protoni sono pompati dal complesso che libera ossi- 
geno e più di otto dal complesso del citocromo bf. Ne risul- 
ta una differenza di concentrazione protonica attraverso la 
membrana tilacoidale di 1000 volte (ApH = 3). Si ricordi 
che l'energia immagazzinata in un gradiente protonico (il 
potenziale elettrochimico) ha due componenti: una diffe- 
renza di concentrazione protonica (ApH) e un potenziale 
elettrico (Ay) dovuto alla separazione di carica. Nei clo- 
roplasti, ApH è la componente dominante; il movimento 
contrario sembra dissipare la maggior parte del potenzia- 
le elettrico. Nei cloroplasti illuminati, l'energia conservata 
nel gradiente protonico per mole di protoni è 


AG = 2,3RT ApH + Z# Ay = — 17 kJ/mole 


per cui il movimento di 12 moli di protoni attraverso 
la membrana tilacoidale corrisponde a circa 200 kJ di 
energia, sufficiente per sintetizzare diverse moli di ATP 
(AG'° = 30,5 kJ/mole). Dati sperimentali hanno dimostra- 
to che per ogni molecola di ossigeno ne vengono prodot- 
te tre di ATP. 

Almeno otto fotoni devono essere assorbiti per trasfe- 
rire quattro elettroni dall’acqua al NADPH (un fotone per 
ogni elettrone di ciascun centro di reazione). energia di 
otto fotoni della luce visibile è più che sufficiente per la 
sintesi di tre molecole di ATP. 

La sintesi di ATP non è l’unica reazione della fotosin- 
tesi che conserva energia; anche il NADPH formato nel 
trasferimento finale di elettroni è ricco di energia. Lin- 
tera equazione della fotofosforilazione non ciclica (vedi 
più avanti) è 


2H;0 + 8 fotoni + 2NADP* + —3ADP*' + —3P; > 


O, + —3ATP +2NADPH (19.17) 
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e  L'ATPsintasi nei cloroplasti è simile a quella 

nei mitocondri 
Lenzima che catalizza la sintesi di ATP nei cloroplasti è un 
grande complesso con due componenti funzionali, CF, e 
CF; (la C indica l'origine dell’enzima dai cloroplasti). CF, 
è un poro protonico transmembrana composto da diverse 
proteine integrali di membrana ed è omologo all’F, mito- 
condriale. CF; è un complesso periferico di membrana si- 
mile all’F; mitocondriale come composizione in subunità, 
struttura e funzione. 

Fotografie al microscopio elettronico di cloroplasti se- 
zionati hanno mostrato che i complessi dell'ATP sintasi so- 
no strutture simili a pomelli che sporgono dalla superficie 
esterna (stromale, o n) della membrana tilacoidale; queste 
strutture corrispondono ai complessi dell'ATP sintasi che 
si proiettano dalla superficie interna (verso la matrice, 0 N) 
della membrana mitocondriale interna. Sia l’orientamen- 
to dell'ATP sintasi, sia la direzione della pompa protonica 
sono opposti a quelli del mitocondrio. In entrambi i casi la 
porzione F; dell’ATP sintasi è localizzata sul lato più alca- 
lino (N) della membrana, verso cui i protoni del gradien- 
te di concentrazione fluiscono; la direzione del flusso dei 
protoni rispetto alla localizzazione di F; è la stessa in en- 
trambi i casi: da P a N (Figura 19.66). 

Si pensa che anche il meccanismo d’azione dell’ATP 
sintasi dei cloroplasti sia sostanzialmente simile a quello 
dell’analogo enzima mitocondriale; ADP e P; condensano 
facilmente sulla superficie dell'enzima, formando ATB e il 
rilascio dell'ATP legato all’enzima richiede una forza mo- 
trice protonica. La catalisi rotazionale coinvolge una dopo 
l’altra ciascuna delle tre subunità } dell'ATP sintasi, che 
hanno il compito di sintetizzare ATB di rilasciare ATP e di 
legare ADP + P; (vedi le Figure 19.26 e 19.27). 


Mitocondrio Cloroplasto Batterio (E. coli) 
S = E \ 
f e_s \ 
e — — = eo 
Lume tilacoidale Citosol (lato N) 
(lato P) 
H* ATP 
I ATP SL 
Spazio Spazio 
intermembrana intermembrana 


(lato P) 


Stroma (lato N) (lato P) 


Figura 19.66 L'orientamento dell'ATP sintasi è fisso rispetto al 
gradiente protonico. Se osservata in modo superficiale, la direzione 
del pompaggio dei protoni nei cloroplasti può sembrare differente 
da quella nei mitocondri e nei batteri. Nei mitocondri e nei batteri, 

i protoni vengono pompati all'esterno dell'organello o della cellula 

e l'F, è sul lato interno della membrana. Nei tilacoidi delle piante, i 
protoni vengono pompati all'interno dei dischi appiattiti presenti nei 
cloroplasti, e CF, è sulla faccia esterna della membrana del disco. In 
tutti e tre i casi, però, è attivo lo stesso meccanismo di conversione 
dell'energia (dal gradiente protonico all’ATP). LATP viene sintetizzato 
infatti all'interno della matrice dei mitocondri, nello stroma dei 
cloroplasti e nel citosol dei batteri. 
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Per l’ATP sintasi dei cloroplasti degli spinaci, con 14 
subunità c nel suo complesso F., rispetto ai complessi F, 
dell'ATP sintasi bovina, del lievito o di E. coli, in cui sono 
presenti rispettivamente 8, 10 e ancora 10 subunità c (Fi- 
gura 19.29), si prevede un rapporto più basso tra ’ATP for- 
mato e gli elettroni trasferiti. 


SOMMARIO 19.9 
Sintesi di ATP accoppiata alla fotofosforilazione 

e Nelle piante la reazione di scissione dell’acqua e il flus- 
so degli elettroni attraverso il complesso del citocromo 
bef sono accoppiati al trasferimento di protoni attraver- 
so la membrana tilacoidale. La forza motrice protonica 
così generata fornisce l'energia necessaria per la sintesi 
di ATP tramite il complesso CF,CF,, simile al comples- 
so F,F, dei mitocondri. 

e Il meccanismo catalitico di CF,CF; è molto simile a 
quello dell’ATP sintasi dei mitocondri e dei batteri. La 
rotazione generata dal gradiente protonico si accompa- 
gna alla sintesi di ATP a livello di siti che assumono ci- 
clicamente tre conformazioni diverse, una con elevata 
affinità per ’ATP, una con elevata affinità per ADP + P; 
e una con bassa affinità per entrambi i nucleotidi. 


Evoluzione della fotosintesi ossigenica 


La comparsa della fotosintesi ossigenica sulla Terra circa 
2,5 miliardi di anni fa ha rappresentato un evento cruciale 
per l'evoluzione della biosfera. Fino ad allora la Terra era 
stata essenzialmente priva di ossigeno molecolare e del- 
lo strato di ozono che oggi protegge gli organismi viventi 
dalle radiazioni UV solari. La fotosintesi ossigenica ha re- 
so disponibile una riserva praticamente illimitata di agen- 
ti riducenti (H;0) per favorire la produzione di composti 
organici tramite le biosintesi riduttive. Si sono così evoluti 
meccanismi che hanno permesso agli organismi di utiliz- 
zare l’O, quale accettore terminale di elettroni ceduti da 
substrati organici, impiegando l’energia dei processi ossi- 
dativi per favorire il loro metabolismo. Il complesso appa- 
rato fotosintetico delle attuali piante vascolari rappresenta 
il culmine di una serie di processi evolutivi, il più recente 
dei quali è l'acquisizione da parte di cellule eucariotiche 
di un cianobatterio endosimbionte. 


e cloroplasti si sono evoluti da antichi batteri fotosintetici 

I cloroplasti degli attuali organismi per molti aspetti asso- 
migliano ai mitocondri e si pensa che si siano evoluti tra- 
mite lo stesso processo che ha portato alla comparsa dei 
mitocondri: l’endosimbiosi. Come i mitocondri, i cloropla- 
sti contengono un loro DNA e il macchinario per la sinte- 
si proteica. Alcune proteine dei cloroplasti sono codifica- 
te da geni dei cloroplasti e sintetizzate all’interno di que- 
sti organelli; altre sono codificate da geni nucleari, sinte- 
tizzate all’esterno dei cloroplasti e poi importate (Capitolo 
27). Quando le cellule delle piante crescono e si dividono, i 
cloroplasti danno origine per divisione a nuovi cloroplasti; 
durante tale processo il DNA viene replicato e diviso tra i 
cloroplasti figli. Il meccanismo per la cattura della luce, i 
processi fotochimici, il flusso degli elettroni e la sintesi di 
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ATP dei batteri fotosintetici sono simili per molti aspetti a 
quelli dei cloroplasti delle piante superiori. Queste osser- 
vazioni hanno supportato l’ipotesi ormai accettata che i 
progenitori delle cellule delle attuali piante superiori sia- 
no stati eucarioti primitivi che inglobarono cianobatteri 
fotosintetici e stabilirono con essi rapporti endosimbioti- 
ci stabili (vedi la Figura 1.38). 

Circa la metà dell’attività fotosintetica sulla Terra av- 
viene a opera di microrganismi: alghe, altri eucarioti foto- 
sintetici e batteri fotosintetici. A eccezione dei cianobat- 
teri, che hanno il PSII e il PSI che lavorano in sequenza e 
nei quali il PSII è associato a un’attività che scinde l’acqua 
simile a quella delle piante superiori, gli altri gruppi di 
batteri fotosintetici hanno un solo centro di reazione, non 
scindono l’acqua e non producono ossigeno. Molti sono 
anaerobi obbligati che non tollerano assolutamente l’ossi- 
geno; essi devono usare, come donatori di elettroni, com- 
posti diversi dall'acqua. Alcuni batteri fotosintetici utiliz- 
zano composti inorganici come donatori di elettroni (e di 
idrogeno). Per esempio, i solfobatteri verdi usano acido 
solfidrico in base alla reazione: 

2H,S + CO, °©> (CH,0) + H20 + 25 
Questi batteri, invece di liberare ossigeno molecolare, ge- 
nerano zolfo elementare come prodotto dell’ossidazione 
dell’H,S (essi ossidano ulteriormente S a SO7 ). Altri bat- 
teri fotosintetici usano, come donatori di elettroni, com- 
posti organici come il lattato: 


1 
2 lattato + CO, sa (CH;0) + H;0 + 2 piruvato 


La fotosintesi nelle piante e nei batteri è un processo fon- 
damentalmente simile, anche se il donatore di elettroni 
utilizzato non è lo stesso. Queste somiglianze diventano 
evidenti quando la reazione della fotosintesi viene scritta 
nella forma più generale: 


SH + 002% (CHO) + 0 +5 


in cui H;D indica un donatore di elettroni (e idrogeno) 
e Dè la sua forma ossidata. H;D può essere acqua, acido 
solfidrico, lattato oppure qualche altro composto organi- 
co, a seconda della specie. È molto probabile che la pri- 
ma attività fotosintetica comparsa sulla Terra usasse H,S 
come donatore di elettroni . 

I progenitori degli attuali cianobatteri probabilmente 
derivarono dalla combinazione del materiale genetico di 
due tipi di batteri fotosintetici, mediante sistemi simili a 
quelli dei moderni rodobatteri (in cui una via di trasporto 
degli elettroni era simile a quella del PSII) e dei solfobat- 
teri verdi (in cui una via di trasporto degli elettroni era si- 
mile a quella del PSI). Il batterio con due fotosistemi indi- 
pendenti potrebbe averne usato uno in alcune condizio- 
ni, e l’altro in altre condizioni. Nel tempo potrebbe essersi 
evoluto un meccanismo di connessione tra i due fotosiste- 
mi, che ne avrebbe permesso l’uso simultaneo. Un sistema 
simile al PSII ha acquisito poi la capacità di scindere l’ac- 
qua così come avviene oggi nei cianobatteri. 

Gli attuali cianobatteri possono sintetizzare ATP tra- 
mite la fosforilazione ossidativa o la fotofosforilazione, 
anche se non hanno né mitocondri, né cloroplasti. L’ap- 
parato enzimatico per ambedue i processi è costituito 
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da una membrana plasmatica con molte circonvoluzio- 
ni (Figura 19.67). Tre componenti proteici intervengono 
nei due processi, suggerendo che essi abbiano una comu- 
ne origine evolutiva (Figura 19.68). La prima proteina, il 
complesso del citocromo bgf, trasporta gli elettroni dal 
plastochinone al citocromo c; nella fotosintesi, ma anche 
dall’ubichinone al citocromo cy nella fosforilazione ossi- 
dativa, ruolo svolto dal citocromo bc; nei mitocondri. La 
seconda proteina, il citocromo cs, omologo del citocro- 
mo c mitocondriale, trasporta gli elettroni dal Complesso 
III al Complesso IV nei cianobatteri; essa può anche tra- 
sportare gli elettroni dal complesso del citocromo byf al 
PSI, un ruolo svolto nelle piante dalla plastocianina. Sia- 
mo quindi di fronte a un’omologia funzionale tra il com- 
plesso bgf dei cianobatteri e il citocromo bc; dei mitocon- 
dri, e tra il citocromo cy dei cianobatteri e la plastocianina 
delle piante. La terza proteina conservata è l’ATP sintasi, 
che funziona nella fosforilazione ossidativa e nella foto- 
fosforilazione dei cianobatteri, ma anche nei mitocondri 
e nei cloroplasti degli eucarioti fotosintetici. La struttu- 
ra e i meccanismi di queste proteine enzimatiche si sono 
ben conservati durante l’evoluzione. 


e Nelbatterio alofilo Halobacterium una singola proteina 
assorbe la luce e pompa i protoni per produrre ATP 

In alcuni archea attuali si è evoluto un meccanismo com- 

pletamente diverso per convertire l’energia della luce in 

un gradiente elettrochimico. Il batterio alofilo Halobacte- 


Figura 19.67 Le membrane fotosintetiche di un cianobatterio. 
In queste sezioni sottili di un cianobatterio, osservate al microscopio 
elettronico a trasmissione, si possono individuare molteplici strati 

di membrane interne che riempiono la metà del volume totale della 
cellula. | sistemi membranosi così estesi svolgono lo stesso ruolo dei 
tilacoidi nelle piante vascolari, fornendo una grande area superficiale 
contenente l'intero apparato fotosintetico. La barra corrisponde 
a100nm. 
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Figura 19.68 Il duplice ruolo del citocromo bgf e del citocromo cq 
nei cianobatteri riflette le loro origini evolutive. | cianobatteri 
usano il citocromo bgf, il citocromo ce il plastochinone per la 
fosforilazione ossidativa e per la fotofosforilazione. (a) Nella 
fotofosforilazione gli elettroni fluiscono (dall'alto verso il basso) 
dall'acqua al NADP*. (b) Nella fosforilazione ossidativa gli elettroni 
fluiscono dal NADH all'O,. 1 due processi sono accompagnati da 

un flusso di protoni attraverso la membrana, a cui prende parte un 
ciclo Q. 


rium salinarum, un archeobatterio derivato da progenitori 
evolutivamente molto antichi, vive solo in pozze d’acqua 
salmastra e nei laghi salati (per esempio, il Grande Lago 
Salato e il Mar Morto), dove l'elevata concentrazione sa- 
lina - che può superare valori di 4 Mm - è dovuta alla perdi- 
ta d’acqua per evaporazione. Il batterio non può vivere in 
ambienti in cui la concentrazione di NaCl è inferiore a 3 m. 
Gli alobatteri sono aerobi e usano di solito ossigeno per os- 
sidare le molecole organiche delle sostanze nutrienti. Nelle 
pozze d’acqua salata la solubilità dell’ossigeno è così bas- 
sa da indurre questi batteri, in alcuni momenti, a cerca- 
re fonti energetiche diverse, per esempio la luce del sole. 
La membrana plasmatica di H. salinarum contiene 
placche di un pigmento che assorbe la luce, la batterio- 
rodopsina, in cui è presente il gruppo prostetico retinale 
(l’aldeide della vitamina A; vedi la Figura 10.21). Quando 
le cellule sono illuminate, il tutto-trans-retinale legato alle 
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molecole di batteriorodopsina si eccita mediante l’assor- 
bimento di un fotone e va incontro a fotoisomerizzazione 
a 13-cis-retinale, provocando una variazione conformazio- 
nale della proteina. Quando il retinale torna alla sua con- 
formazione tutto-trans si determina il rilascio di un pro- 
tone all’esterno della cellula attraverso la membrana pla- 
smatica. La batteriorodopsina, che ha soltanto 247 residui 
amminoacidici, è la pompa protonica dipendente dalla lu- 
ce più semplice tra quelle conosciute. Le differenze nella 
struttura tridimensionale della batteriorodopsina al buio e 
alla luce (Figura 19.69a) fanno pensare a una via mediante 
la quale una serie concertata di “salti” di protoni potrebbe 
effettivamente muovere un protone attraverso la membra- 
na quando avviene una modificazione conformazionale. Il 
cromoforo retinale è legato, mediante la formazione di una 
base di Schiff, al gruppo e-amminico di un residuo di Lys. 
Al buio l’azoto di questa base di Schiff è protonato, ma al- 
la luce la fotoisomerizzazione del retinale abbassa il valore 
di pK, di questo gruppo e rilascia il suo protone al vicino 
residuo di Asp, causando una serie di salti di protoni che 
alla fine determina il rilascio di un protone sulla superfi- 
cie esterna della membrana (Figura 19.69D). 

Il potenziale elettrochimico che ne deriva riporta i pro- 
toni all’interno della cellula attraverso un’ATP sintasi di 
membrana molto simile a quella dei mitocondri e dei clo- 
roplasti. In questo modo, quando l’ossigeno è limitato, i 
batteri alofili possono utilizzare la luce per integrare ’ATP 
sintetizzato mediante la fosforilazione ossidativa. Questi 
batteri, tuttavia, non liberano ossigeno e non fotoriduco- 
no il NADP*; il loro macchinario di fototrasduzione è dun- 
que molto più semplice di quello dei cianobatteri o delle 
piante superiori. Nonostante ciò, il meccanismo di pom- 
paggio dei protoni usato da questa semplice proteina può 
rappresentare un prototipo per molte altre pompe ioniche 
più complesse. & Bacteriorhodopsin 


SOMMARIO 19.10 
Evoluzione della fotosintesi ossigenica 

e Gli attuali cianobatteri derivano da un organismo pri- 
mitivo che ha acquisito due fotosistemi, uno del tipo 
che oggi si riscontra nei rodobatteri, l’altro del tipo che 
si riscontra nei solfobatteri verdi. 

e Molti microrganismi fotosintetici ottengono gli elettro- 
ni per fotosintesi non dall’acqua, ma da un donatore 
come l’H,S. 

e I cianobatteri, dotati di un duplice fotosistema e di 
un’attività di scissione dell’acqua in grado di liberare 
ossigeno, fecero la loro comparsa sulla Terra circa 2,5 
miliardi di anni fa. 

e I cloroplasti, come i mitocondri, si sono evoluti da bat- 
teri vissuti endosimbioticamente in cellule eucarioti- 
che primitive. Le ATP sintasi dei batteri, dei cianobat- 
teri, dei mitocondri e dei cloroplasti si sono evolute da 
un precursore comune e hanno un meccanismo enzi- 
matico simile. 

e Un meccanismo completamente differente per conver- 
tire l'energia della luce in gradiente protonico si è evo- 
luto negli archeobatteri attuali, nei quali il pigmento 
deputato all’assorbimento della luce è il retinale. 


807 


CAPITOLO 19 


808  Fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione © 978-88-08-26148-9 


Figura 19.69 Evoluzione di un secondo meccanismo di 
pompaggio protonico guidato dalla luce in un archeobatterio 
alofilo. (a) La batteriorodopsina (M, 26 000) dell'Halobacterium 
halobium ha sette a eliche transmembrana (PDB ID 1C8R). 

Il cromoforo tutto-trans-retinale (in violetto) è attaccato 
covalentemente tramite la formazione di una base di Schiff al gruppo 
g-amminico di un residuo di Lys inserito nella membrana interna. 
Lungo la proteina vi sono una serie di residui di Glu e di Asp e una 
serie di molecole d'acqua strettamente associate che insieme creano 
il percorso transmembrana per i protoni (frecce rosse). Le tappe da © 
a 6 indicano il movimento dei protoni descritto di seguito. 

(b) Al buio (parte sinistra) la base di Schiff è protonata. L'illuminazione 
(parte destra) fotoisomerizza il retinale, provocando nella proteina 
impercettibili modificazioni conformazionali che alterano la distanza 
tra la base di Schiff e i residui amminoacidici vicini. L'interazione 

tra i residui vicini (Leu? e Val‘°) abbassa il pK, della base di Schiff 
protonata; la base dona il suo protone al gruppo carbossilico 
dell'Asp** [tappa ® in (a)]. Ciò dà inizio a una serie di salti protonici 
concertati tra le molecole d'acqua (vedi la Figura 2.14) all'interno 
della proteina, che si concludono nella tappa @ con il rilascio di un 
protone che era stato condiviso da Glu'°* e Glu?°, in prossimità della 
superficie extracellulare. (La Tyr#* forma un legame idrogeno con il 
Glu'?4 che facilita il rilascio del protone.) La base di Schiff riacquista 
un protone dall'Asp?° @ , che a sua volta prende un protone dal 
citosol ©. Alla fine l'Asp*° cede il suo protone, riconducendo alla 
protonazione la coppia Glu?°-Glu'? @.. Il sistema è ora pronto per 
un altro ciclo di pompaggio protonico. 


Liquido 
extracellulare 
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&N Termini chiave ciclo Q 757 ComplessoI 754 
2) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & citocromi 751 Complesso II 755 
citocromo ossidasi 757 Complesso III 757 
apoptosi 781 caspasi 781 citocromo P-450 780 Complesso IV 757 
apoptosoma 781 catalisi rotazionale 770 clorofille 788 complesso che libera 
ATP sintasi 764 catena respiratoria 750 complessi che ossigeno (complesso 
batteriorodopsina 807 centro di reazione assorbono la luce che scinde l’acqua) 


carotenoidi 790 fotochimica 791 (LHC) 789 802 
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complesso del citocromo 
bce, 757 

controllo da 
accettore 776 
cromatoforo 303 
eccitone 788 
equivalente 
riducente 751 
eteroplasmia 784 

F1 ATPasi 767 
feofitina 793 
flavoproteina 750 
fluorescenza 788 
flusso ciclico degli 
elettroni 798 
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elettroni 798 
forza motrice 
protonica 760 
fotofosforilazione 798 
fotofosforilazione 
ciclica 798 

fotone 788 
fotosintesi 

ossigenica 796 
fotosistema 791 
fotosistema I (PSI) 796 
fotosistema II (PSII) 796 
grani 787 
lamelle 787 
modello di alterazione 
di legame 770 
omoplasmia 784 
pigmenti accessori 
plastocianina 796 
plastochinone (PQ,) 796 
proteine ferro-zolfo 751 
proteine ferro-zolfo di 
Rieske 752 

quanto 788 

radicale superossido 
(03) 755 
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rapporto P/O (rapporto 
P/2e°) 771 

reazione di fissazione 
(o di assimilazione, 

o di organicazione) 
del carbonio 786 
reazione di Hill 787 
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Un classico esperimento che dimostra la capacità 
del gradiente protonico di favorire la sintesi di ATP 
al buio. 


* Evoluzione della fotosintesi ossigenica 


Hohmann-Marriott, M.P., e Blankenship, R.E. (2011) 


Evolution of photosynthesis. Annu. Rev Plant Biol. 62, 
pp. 515-548. 
Nelson, N. (2011) Photosystems and global effects of 
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Una rassegna di livello intermedio sulle forze evolutive 


che hanno portato alla fotosintesi ossigenica. 


= Problemi 
1, 


Reazioni di ossidoriduzione. Il complesso della 
NADH deidrogenasi della catena respiratoria mitocon- 
driale catalizza le seguenti reazioni di ossidoriduzione, 
in cui Fe* e Fe* rappresentano gli atomi di ferro nei 
centri ferro-zolfo, Q è l’ubichinone, QH; è l’ubichinolo 
ed E è l’enzima: 


(1) NADH + H* + E-FMN > NAD* + E-FMNH, 
(2) E-FMNH, + 2Fe?* > E-FMN + 2Fe?* + 2H* 
(3) 2Fe?* + 2H* + Q—2Fe?*+ QH, 

Somma: NADH + H* + Q+ NAD* + QH, 


Per ciascuna reazione catalizzata dal complesso della 
NADH deidrogenasi, identificate: (a) il donatore di elet- 
troni; (b) l’accettore di elettroni; (c) la coppia redox co- 
niugata; (d) l'agente riducente; (e) l'agente ossidante. 
Tutte le parti dell’ubichinone hanno una funzione. 
Nel processo di trasferimento elettronico solo la porzio- 
ne chinonica dell’ubichinone va incontro a ossidoridu- 
zione; la parte della catena isoprenoide resta immuta- 
ta. Qual è la funzione di questa catena? 

Uso del FAD invece che del NAD* nell’ossidazione 
del succinato. Tutte le tappe di deidrogenazione della 
glicolisi e del ciclo dell’acido citrico usano NAD' (il va- 
lore di E'° della coppia NAD*/NADH è -0,32 V) come 
accettore di elettroni, tranne la succinato deidrogena- 
si, che usa il FAD che ha legato a sé in modo covalente 
(il valore di E'° della coppia FAD/FADH,; in questo en- 
zima è 0,05 V). Perché il FAD è un accettore di elettro- 
ni più appropriato del NAD* nella deidrogenazione del 
succinato? Fornite una possibile spiegazione basata sul 
confronto dei valori di E'° delle coppie fumarato/succi- 
nato (E'° = 0,031 V), NAD*/NADH e succinato deidro- 
genasi FAD/FADH,. 

Grado di riduzione dei trasportatori di elettroni 
nella catena respiratoria. Il grado di riduzione di ogni 
trasportatore di elettroni nella catena respiratoria è de- 
terminato dalle condizioni presenti all’interno dei mi- 
tocondri. Per esempio, se il rifornimento di NADH e di 
O; è abbondante, il grado di riduzione dei trasportato- 
ri di elettroni nello stato stazionario diminuisce quan- 
do gli elettroni passano dal substrato all’ossigeno. Se il 
trasferimento degli elettroni è bloccato, i trasportatori 
prima del blocco sono più ridotti, mentre quelli che si 
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trovano dopo il blocco sono più ossidati (vedi la Figura 

19.6). Per ognuna delle condizioni riportate sotto, siete 

in grado di prevedere lo stato di ossidazione di ogni tra- 

sportatore della catena respiratoria: ubichinone, cito- 
cromi b, c,, cea + a3? 

(a) Rifornimento abbondante di NADH e di O;, ma vie- 
ne aggiunto cianuro. 

(b) Rifornimento abbondante di NADH, ma manca os- 
sigeno. 

(c) Rifornimento abbondante di ossigeno, ma manca 
NADH. 

(d) Rifornimento abbondante di NADH e ossigeno. 
Effetto del rotenone e dell’antimicina A sul tra- 
sferimento degli elettroni. Il rotenone, un prodotto 
tossico delle piante, inibisce notevolmente la NADH 
deidrogenasi dei mitocondri di insetti e di pesci. Lan- 
timicina A, un antibiotico tossico, inibisce l’ossidazio- 
ne dell’ubichinolo. 

(a) Spiegate perché il rotenone è letale per alcune spe- 
cie di insetti e di pesci. 

(b) Spiegate perché l’antimicina A è un veleno. 

(c) Supponendo che il rotenone e l’antimicina A siano 
ugualmente efficaci nel bloccare la catena di tra- 
sporto degli elettroni a livello dei loro siti di azio- 
ne, quale dei due prodotti è il veleno più potente? 
Spiegate il perché. 

I disaccoppianti della fosforilazione ossidativa. Nei 

mitocondri normali la velocità del trasferimento de- 

gli elettroni è strettamente accoppiata alla richiesta di 

ATP Quando la velocità di utilizzazione dell’ATP è re- 

lativamente bassa, anche la velocità del trasporto degli 

elettroni è bassa. Al contrario, quando l’ATP viene con- 
sumato ad alta velocità, il trasferimento degli elettroni 
diventa rapido. In queste condizioni di accoppiamen- 
to, il numero di molecole di ATP prodotte per atomo 

di ossigeno consumato quando il NADH è il donatore 

degli elettroni - processo noto con il nome di rapporto 

P/O - è circa 2,5. 

(a) Sapete prevedere l’effetto di una concentrazione 
relativamente bassa e di una relativamente alta di 
un agente disaccoppiante sulla velocità del traspor- 
to degli elettroni e sul rapporto P/0? 

(b) Lingestione di disaccoppianti causa un'abbondante 
sudorazione e un aumento della temperatura cor- 
porea. Spiegate questo fenomeno a livello moleco- 
lare. Che cosa accade al rapporto P/O in presenza 
di disaccoppianti? 

(c) Il disaccoppiante 2,4-dinitrofenolo in passato è sta- 
to anche prescritto come farmaco dimagrante. In 
linea di principio, come può questo composto esse- 
re utilizzato per diminuire di peso? I disaccoppian- 
ti non sono più stati prescritti, in quanto durante 
il loro uso si ebbero alcuni decessi. Perché l’assun- 
zione di disaccoppianti può causare la morte? 

Effetto della valinomicina sulla fosforilazione os- 

sidativa. Quando viene aggiunto l’antibiotico valino- 

micina a mitocondri in attività respiratoria, accadono 
varie cose: la produzione di ATP diminuisce, la quota 

di ossigeno consumato aumenta, viene prodotto ca- 

lore e aumenta il gradiente di pH attraverso la mem- 
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brana mitocondriale interna. La valinomicina agisce 
come disaccoppiante o come inibitore della fosforila- 
zione ossidativa? Spiegate le osservazioni sperimenta- 
li sulla base della capacità di questo antibiotico di tra- 
sferire ioni K* attraverso la membrana mitocondriale 
interna. 


8. Azione della dicicloesilcarbodiimide (DCCD). 


Quando la DCCD viene aggiunta a una sospensione di 
mitocondri intatti strettamente accoppiati che stanno 
respirando, la velocità di trasferimento degli elettroni 

(misurata come consumo di ossigeno) e la velocità di 

produzione di ATP diminuiscono enormemente. Se a 

questo punto viene aggiunta alla sospensione di mito- 

condri inibiti una soluzione di 2,4-dinitrofenolo, il con- 

sumo di ossigeno ritorna normale, ma la produzione di 

ATP resta inibita. 

(a) Quale processo nel trasferimento degli elettroni 0 
nella fosforilazione ossidativa viene bloccato dalla 
DCCD? 

(b) Perché questo composto inibisce il consumo di ossi- 
geno? Spiegate l’effetto del 2,4-dinitrofenolo sui mi- 
tocondîri inibiti. 

(c) Quale dei seguenti inibitori ha un meccanismo di 
azione simile a quello della DCCD: antimicina A, 
rotenone o oligomicina? 


9. Compartimentazione dei componenti del ciclo 


dell’acido citrico. Lisocitrato deidrogenasi si trova 
solo nei mitocondri, ma la malato deidrogenasi si tro- 
va sia nel citosol sia nei mitocondri. Qual è il ruolo 
della malato deidrogenasi citosolica? 


10.Il sistema di trasporto malato-a-chetoglutarato 


dei mitocondri. Il sistema di trasporto che consen- 
te il passaggio del malato e dell’a-chetoglutarato at- 
traverso la membrana mitocondriale interna (vedi la 
Figura 19.31) viene inibito dal composto n-butilmalo- 
nato. Supponete che l’n-butilmalonato venga aggiun- 
to a una sospensione aerobica di cellule di rene che 
stanno usando solo glucosio come sostanza nutrien- 
te. Prevedete l’effetto di questa inibizione su: (a) gli- 
colisi; (b) consumo di ossigeno; (c) formazione di lat- 
tato; (d) sintesi di ATP. 


11.La concentrazione di ADP cellulare regola la for- 


mazione di ATP. Sebbene siano necessari, per la sin- 
tesi di ATP, sia ADP sia P,, la velocità di sintesi dipen- 
de fondamentalmente dalla concentrazione di ADP e 
non da quella di P;. Per quale motivo? 


12. Scale temporali degli eventi regolatori mitocon- 


driali. Confrontate i tempi delle variazioni della velo- 
cità della respirazione causate (a) da un aumento della 
[ADP] e (b) da una diminuzione della pO;. Come pos- 
sono essere spiegate le differenze? 


13. L’effetto Pasteur. Quando a una sospensione anaero- 


bica di cellule che sta utilizzando glucosio ad alta velo- 
cità viene aggiunto ossigeno, il consumo di glucosio si 
riduce enormemente man mano che viene ridotto l’os- 
sigeno e l'accumulo di lattato si ferma. Questo effetto, 
osservato per la prima volta da Louis Pasteur intorno 
al 1860, è un fenomeno caratteristico di tutte le cellule 
che possono utilizzare il glucosio sia anaerobicamente 
sia aerobicamente. 
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(a) Perché dopo l’aggiunta di ossigeno cessa l’accumu- 
lo di lattato? 

(b) Perché in presenza di ossigeno si ha una diminuzio- 
ne della velocità di consumo del glucosio? 

(c) In che modo la disponibilità di ossigeno riduce il 
consumo di glucosio? Spiegate indicando gli enzi- 
mi coinvolti. 


14. Deficit respiratorio in lieviti mutanti e produzio- 


ne di etanolo. Lieviti mutanti con deficit respiratorio 
(p ; petites) possono essere prodotti da genitori norma- 
li mediante trattamento con agenti mutageni. I mutan- 
ti sono privi di citocromo ossidasi, un deficit che cam- 
bia considerevolmente il loro comportamento metabo- 
lico. Il fatto sorprendente è che la fermentazione non 
viene bloccata dall’ossigeno; i mutanti perdono infatti 
l’effetto Pasteur (vedi il Problema 13). Alcune aziende 
sembrano molto interessate a utilizzare questi mutan- 
ti per produrre energia fermentando a etanolo trucioli 
di legno. Spiegate i vantaggi dell’uso di questi mutanti 
rispetto a quello del ceppo normale di lievito per pro- 
durre etanolo in grandi quantità. Perché l'assenza del- 
la citocromo ossidasi elimina l’effetto Pasteur? 


15. Il trasporto elettronico trae vantaggio dall’esisten- 


za dei supercomplessi. Sta risultando sempre più evi- 
dente che i Complessi I, II, III e IV fanno parte di un su- 
percomplesso di dimensioni maggiori. Quali potrebbe- 
ro essere i vantaggi dell’esistenza di un supercomples- 
so che li riunisca tutti e quattro? 


16. Quanti protoni ci sono in un mitocondrio? Il trasfe- 


rimento degli elettroni promuove anche la trasloca- 
zione di protoni dalla matrice mitocondriale al mez- 
zo esterno, generando un gradiente di pH attraverso la 
membrana interna, con la parte più acida nel compar- 
timento esterno. La tendenza dei protoni a ritornare 
nella matrice è la forza motrice per la sintesi di ATP 
da parte dell'ATP sintasi. Durante la fosforilazione o0s- 
sidativa promossa da mitocondri sospesi in una solu- 
zione con un pH di 74, il pH della loro matrice era in- 

vece di 77 

(a) Calcolate la concentrazione di protoni nella solu- 
zione esterna e nella matrice in queste condizioni. 

(b) Qual è il rapporto tra le due concentrazioni di pro- 
toni? Qual è il significato energetico di questa dif- 
ferenza? (Suggerimento: vedi l’Equazione 11.4, pa- 
gina 422.) 

(c) Calcolate il numero di protoni presenti in un mi- 
tocondtrio di fegato in attività respiratoria, suppo- 
nendo che il compartimento interno abbia una 
forma sferica con un diametro di 1,5 um. 

(d) In base a questi dati, si può affermare che il gra- 
diente di pH da solo è sufficiente a generare ATP? 

(e) Se la risposta è no, spiegate da dove deriva l’ener- 
gia necessaria per la sintesi di ATP. 


17. Velocità del turnover dell’ATP nel muscolo cardia- 


co di ratto. Nel muscolo cardiaco di ratto che opera 
in condizioni aerobiche, oltre il 90% dell'ATP necessa- 
rio al tessuto viene prodotto dalla fosforilazione ossi- 
dativa. Il muscolo consuma ossigeno a una velocità di 
10 pmoli al minuto per grammo di tessuto, quando la 
sostanza nutriente è il glucosio. 
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(a) Calcolate la velocità di consumo di glucosio e di 
produzione di ATP da parte del tessuto. 

(b) Se la concentrazione di ATP allo stato stazionario 
nel muscolo cardiaco di ratto è di 5 moli per gram- 
mo di tessuto, calcolate il tempo necessario (in se- 
condi) per il turnover completo delle molecole di 
ATP cellulare. Che cosa ci può dire questo valore 
circa la regolazione della produzione di ATP? (No- 
ta: le concentrazioni sono espresse come micromoli 
per grammo di tessuto muscolare, in quanto il tes- 
suto è per la maggior parte costituito da acqua.) 


18. Velocità di demolizione dell’ATP nel muscolo alare 


degli insetti. La produzione di ATP nei muscoli del- 
la mosca Lucilia sericata dipende quasi esclusivamen- 
te dalla fosforilazione ossidativa. Durante il volo, sono 
necessari 187 mL di 0,/hr - g di peso corporeo per man- 
tenere una concentrazione di ATP pari a 7 pmoli/g di 
tessuto muscolare. Supponendo che i muscoli alari rap- 
presentino il 20% del peso dell’insetto, calcolate la ve- 
locità del turnover dell’ATP in questo tessuto. In assen- 
za di fosforilazione ossidativa, per quanto tempo potrà 
bastare l’ATP presente nel tessuto? Supponete che gli 
equivalenti riducenti siano trasferiti con lo shuttle del 
glicerolo 3-fosfato e che l’O; sia a 25 °C e a una pressio- 
ne parziale di 101,3 kPa (1 atm). 


19. Malattie mitocondriali e cancro. Modificazio- 


ni nei geni che codificano alcune proteine mito- 
condriali provocano una elevata incidenza di alcuni ti- 
pi di cancro. Perché? 


20. Sintomatologia di gravità variabile nelle ma- 


lattie mitocondriali. Soggetti affetti da una ma- 
lattia causata da uno specifico difetto del genoma mito- 
condriale possono presentare una sintomatologia di gra- 
do variabile, da lieve a grave. Fornite una spiegazione. 


21. Movimenti transmembrana degli equivalenti ridu- 


centi. In condizioni aerobiche, il NADH extramitocon- 
driale deve essere ossidato dalla catena di trasporto de- 
gli elettroni dei mitocondri. Se in una preparazione di 
epatociti di ratto contenente mitocondri e tutti gli enzi- 
mi citosolici viene introdotto [4-*H]NADH, la radioatti- 
vità compare rapidamente nella matrice mitocondriale. 
Se invece viene introdotto nella cellula [7-4C]NADH, la 
radioattività non compare nella matrice. Che cosa ci di- 
cono questi esperimenti circa l'ossidazione del NADH 
extramitocondriale da parte della catena di trasporto 
degli elettroni? 


3 3 O 
H_°H I H H,l 
N N 

| | NH > | | NH > 
Ò Ì 
R R 

[4-*H]NADH [7-14 CINADH 
22.0: Elevati livelli di alanina si associano a difet- 


ti della fosforilazione ossidativa. La maggior 
parte dei soggetti con difetti della fosforilazione ossi- 
dativa presenta concentrazioni relativamente elevate 
di alanina nel sangue. Fornite una spiegazione in ter- 
mini biochimici. 
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23. Pool di NAD e attività deidrogenasiche. Nonostan- 


te sia la piruvato deidrogenasi sia la gliceraldeide 3-fo- 
sfato deidrogenasi utilizzino il NAD* come accettore 
di elettroni, i due enzimi non competono per lo stesso 
pool di NAD cellulare. Perché? 


24.2 Alcuni difetti mitocondriali provocano il 


diabete. La glucochinasi è essenziale per il me- 
tabolismo del glucosio nelle cellule pancreatiche pf. 
Soggetti con due copie difettose del gene per la gluco- 
chinasi presentano una forma di diabete neonatale 
grave, mentre in soggetti che hanno una sola copia di- 
fettosa del gene la sintomatologia è molto più blanda 
(comparsa tardiva del diabete giovanile, MODY2). 
Fornite una spiegazione sulla base della biologia del- 
le cellule ft. 


25.%# Effetti delle mutazioni sul Complesso II mi- 


tocondriale. Le variazioni di un singolo nucleo- 
tide nel gene della succinato deidrogenasi (Complesso 
II) provocano tumori dell’intestino tenue. Suggerite un 
meccanismo che spieghi questa osservazione. 


26. Efficienza fotochimica della luce a lunghezze d’on- 


da diverse. La velocità della fotosintesi, misurata va- 
lutando la quantità di ossigeno prodotto, è maggiore 
quando una pianta verde viene illuminata con una lu- 
ce a una lunghezza d’onda di 680 nm anziché a 700 nm. 
Pilluminazione con luce a entrambe le lunghezze d’on- 
da genera una fotosintesi con un'efficienza più alta di 
quella osservata con una sola lunghezza d’onda. Spie- 
gate perché. 


27. Bilancio della fotosintesi. Nel 1804 Theodore de 


Saussure osservò che il peso totale di ossigeno e mate- 
ria organica secca prodotta dalle piante è maggiore ri- 
spetto all’anidride carbonica consumata durante la fo- 
tosintesi. Da dove deriva il peso in più? 


28. Ruolo dell’H,S in alcuni batteri fotosintetici. I sol- 


forodobatteri sono in grado di fotosintetizzare in pre- 
senza di acqua e di !*CO;, ma soltanto se viene aggiun- 
to anche HpS e se l'ossigeno è assente. Durante la fo- 
tosintesi, valutata in base alla produzione di [!!C]car- 
boidrato, HS viene convertito in zolfo elementare, 
ma non si produce ossigeno. Qual è la funzione della 
conversione dell’H,S in zolfo? Perché non si produce 
ossigeno? 


29. Formazione del potere riducente del fotosistema I 


mediante assorbimento della luce. Quando il foto- 
sistema I assorbe la luce rossa a 700 nm, il potenziale 
di riduzione standard del P700 varia da 0,4 V a circa 
—1,2 V. Quale frazione della luce assorbita viene cat- 
turata sotto forma di potere riducente? 


30. Flusso degli elettroni attraverso i fotosistemi I e II. 


Indicate in che modo un inibitore del flusso degli elet- 
troni attraverso la feofitina può influenzare il flusso 
attraverso (a) il fotosistema II; (b) il fotosistema I. For- 
nite una spiegazione. 


31. Sintesi limitata di ATP al buio. In un esperimento 


di laboratorio, cloroplasti di spinacio vengono illumi- 
nati in assenza di ADP e di P;; in seguito questi vengo- 
no aggiunti, ma viene spenta la luce. Per un breve pe- 
riodo di tempo viene sintetizzato ATP al buio. Spiega- 
te questo fenomeno. 
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32. 


33. 


34. 


35. 


36. 


37. 


Azione dell’erbicida DCMU. Quando i cloroplasti 
sono trattati con 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea 
(DCMU, o diuron), un potente erbicida, lo sviluppo di 
ossigeno e la fotofosforilazione si arrestano. Lo svilup- 
po di ossigeno, ma non la fotofosforilazione, può essere 
ripristinato con l’aggiunta di un accettore di elettroni 
esterno, o reagente di Hill. Come fa questo composto 
a far morire l’erba? Individuate dove agisce nello sche- 
ma della Figura 19.58 e spiegate perché. 

Effetto della venturicidina sulla liberazione di 

ossigeno. La venturicidina è un potente inibitore 

dell’ATP sintasi dei cloroplasti, poiché interagisce con 
la porzione CF, dell’enzima, bloccando il passaggio dei 
protoni attraverso il complesso CE,CF,. In che modo la 
venturicidina potrebbe bloccare la liberazione di ossi- 
geno in una sospensione di cloroplasti ben illuminata? 

La risposta cambierebbe se l'esperimento venisse con- 

dotto in presenza di un agente disaccoppiante, come il 

2,4-dinitrofenolo (DNP)? Fornite una spiegazione. 

Bioenergetica della fotofosforilazione. Le concentra- 

zioni allo stato stazionario di ATP, ADP e P; nei cloropla- 

sti isolati di spinacio, in condizioni di forte illuminazio- 
ne e a pH 70, sono rispettivamente 120, 6 e 700 pm. 

(a) Qual è la richiesta di energia libera per la sintesi di 
una mole di ATP in queste condizioni? 

(b) L'energia per la sintesi dell'ATP è fornita dal trasfe- 
rimento degli elettroni indotto dalla luce nei cloro- 
plasti. Qual è la caduta di voltaggio minima durante 
il trasferimento di una coppia di elettroni necessa- 
ria per sintetizzare ATP in queste condizioni? (Fa- 
te riferimento all’Equazione 13.7 pagina 547) 

Energia della luce per ottenere una reazione re- 

dox. Supponete di aver isolato un nuovo microrgani- 

smo fotosintetico che ossida HpS e trasferisce gli elet- 
troni al NAD*. Quale lunghezza d’onda della luce po- 
trebbe fornire l’energia necessaria affinché HS possa 
ridurre il NAD' in condizioni standard? Supponete che 
l'efficienza fotochimica dell’evento sia del 100% e usate 

per HS E'° = —243 mV e per il NAD* E'° = — 320 mV. 

Fate riferimento alla Figura 19.48 per l'energia rappor- 

tata alle varie lunghezze d’onda. 

Costante di equilibrio della reazione di scissione 

dell’acqua. Il coenzima NADP* è l’accettore finale di 

elettroni nei cloroplasti, secondo la reazione 


2H,0 + 2NADP* > 2NADPH + 2H*+ O, 


Usando i dati della Tabella 19.2, calcolate la costante di 
equilibrio a 25 °C di questa reazione. (La relazione tra 
Kiqge AG'° è trattata a pagina 524.) Come fanno i cloro- 
plasti a superare questo equilibrio sfavorevole? 
Energetica della fototrasduzione. Durante la fotosin- 
tesi, otto fotoni devono essere assorbiti (quattro per ogni 
fotosistema) per ogni molecola di ossigeno prodotta: 


2H,0 + 2NADP* + 8 fotoni > 2NADPH + 2H* + O, 


Supponendo che questi fotoni abbiano una lunghez- 
za d’onda di 700 nm (luce rossa) e che l’assorbimento 
e l’impiego della luce abbiano una resa del 100%, cal- 
colate la variazione di energia libera standard del pro- 
cesso. 


38. 


39. 


40. 


41. 
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Trasferimento degli elettroni a un reagente di Hill. I 
cloroplasti isolati di spinacio sviluppano ossigeno quan- 
do sono illuminati in presenza di ferrocianuro di potas- 
sio (il reagente di Hill), secondo la reazione 


2H,0 + 4Fef* + 0, + 4H* + 4Fe?* 


dove Fe?* rappresenta il ferricianuro e Fe?* il ferrocia- 
nuro. In questo processo viene prodotto NADPH? Spie- 
gate perché. 

Ogni quanto tempo una molecola di clorofilla as- 
sorbe un fotone? La quantità di clorofilla a (M, = 892) 
in una foglia di spinacio è di circa 20 pg/cm° di super- 
ficie fogliare. Quando è esposta alla luce solare intorno 
a mezzogiorno (energia media di 5,4 J/cm? * min), una 
foglia assorbe circa il 50% delle radiazioni. Ogni quan- 
to tempo una singola molecola di clorofilla assorbirà un 
fotone? Se la durata di vita dello stato eccitato di una 
molecola di clorofilla che ha assorbito un fotone è 1 ns, 
quante molecole di clorofilla sono eccitate nello stesso 
momento? 

Effetto della luce monocromatica sul flusso degli 
elettroni. Lossidazione, o la riduzione, di un partico- 
lare trasportatore di elettroni può in qualche caso es- 
sere osservata direttamente con uno spettrofotome- 
tro. Quando i cloroplasti sono illuminati con una luce 
a 700 nm, vengono ossidati il citocromo f, la plastocia- 
nina e il plastochinone. Quando i cloroplasti sono il- 
luminati con una luce a 680 nm, questi trasportatori 
diventano ridotti. Spiegate il perché. 

Funzione della fotofosforilazione ciclica. Quando 
nei cloroplasti il rapporto [NADPH]/[NADP'] è eleva- 
to la fotofosforilazione è prevalentemente ciclica (ve- 
di la Figura 19.58). Durante la fotofosforilazione cicli- 
ca si sviluppa ossigeno? I cloroplasti possono produr- 
re NADPH in questo modo? Spiegate perché. Qual è la 
funzione principale della fotofosforilazione ciclica? 


=N Problema sull'analisi dei dati 


42. 


Fotofosforilazione: scoperta, abbandono e risco- 
perta. Negli anni ’30 e ’40 si cominciarono a fare i pri- 
mi passi verso la comprensione dei meccanismi della 
fotosintesi. Erano i tempi in cui stavano emergendo le 
prime evidenze sul ruolo dei “legami fosforici a eleva- 
to contenuto energetico” (oggi, “ATP”) nella glicolisi e 
nella respirazione cellulare. Esistevano molte teorie sul 
meccanismo della fotosintesi, specialmente sul ruolo 
della luce. Il punto cruciale era il concetto di “proces- 
so fotochimico primario”: ci si chiedeva infatti cosa po- 
tesse produrre una cellula fotosintetica sfruttando l’e- 
nergia della luce. È interessante notare che il modello 
della fotosintesi, almeno nella sua parte essenziale, sia 
stato proposto molto tempo fa, poi abbandonato e solo 
alcuni anni dopo definitivamente accettato. 

Nel 1944 Emerson, Stauffer e Umbreit proposero che 
“la funzione dell'energia della luce durante la fotosinte- 
si fosse la formazione di ‘legami fosforici ricchi di ener- 
gia” (p. 107). Nel loro modello (da quel momento chia- 
mato “modello Emerson”) l'energia libera necessaria per 
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favorire la fissazione della CO,, insieme alla sua riduzio- 
ne, derivava dai “legami fosforici ricchi di energia” (cioè 
dall’ATP) prodotti dall’assorbimento della luce da parte 
di una proteina contenente clorofilla. 
Questo modello fu nettamente confutato da Rabi- 
nowitch (1945). Dopo aver analizzato i dati di Emer- 
son e collaboratori, Rabinowitch affermò: “Fino a che 
non saranno forniti altri dati a favore, riteniamo di 
poter confutare la teoria, sulla base di considerazio- 
ni di carattere energetico. La fotosintesi pone essen- 
zialmente un problema di accumulo di energia. Qua- 
le sarebbe il vantaggio di convertire i quanti di luce 
(anche quelli della luce rossa, che ammontano a cir- 
ca 43 kcal per einstein) in ‘quanti di fosfato’ di sole 10 
kcal per mole? Mi sembra che si vada nella direzione 
sbagliata, cioè verso la dissipazione di energia, invece 
che verso l'accumulo” (vol. I, p. 228). Queste e altre 
argomentazioni condussero all'abbandono della teo- 
ria di Emerson, fino a che, negli anni ’50, fu ripresa in 
considerazione e ritenuta corretta, anche se in forma 
modificata. 

Per ciascuna delle informazioni contenute nell’artico- 

lo di Emerson e collaboratori, che qui riportiamo con- 

trassegnate dalle lettere da (a) a (d), rispondete alle tre 
domande elencate di seguito. 

1. Come può questa informazione essere in accordo 
col modello di Emerson, che prevede che l’ener- 
gia della luce venga direttamente usata dai cloro- 
plasti per sintetizzare ATB e che l’energia dell'ATP 
venga poi utilizzata per la fissazione e la riduzio- 
ne della CO;? 

2. Comeavrebbe potuto spiegare Rabinowitch questa 
informazione, basandosi sul suo modello (e sulla 
maggioranza dei modelli dell’epoca), per cui l’ener- 
gia della luce viene usata direttamente dalla cloro- 
filla per produrre composti riducenti? Rabinowitch 
scrisse: “In teoria non c'è alcuna ragione perché tut- 
ta l’energia degli elettroni contenuta nelle molecole 
eccitate dall’assorbimento della luce non debba es- 
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Fosforilazione ossidativa e fotofosforilazione 


3. Comesi spiega questa informazione sulla base del- 
le attuali conoscenze sulla fotosintesi? 

(a) La clorofilla contiene ioni Mg°* che, come è noto, 
sono cofattori essenziali di molti enzimi che cata- 
lizzano reazioni di fosforilazione e defosforilazione. 

(b) Un estratto grezzo delle “proteine della clorofilla” 
isolate dalle cellule fotosintetiche mostrava attivi- 
tà fosforilante. 

(c) [attività fosforilante della “proteina della clorofil- 
la” veniva inibita dalla luce. 

(d) I livelli di alcuni composti fosforilati cambiavano 
drasticamente nelle cellule fotosintetiche, in rispo- 
sta all’esposizione alla luce. (Emerson e collabora- 
tori non furono però in grado di identificare questi 
componenti.) In seguito si comprese che i modelli 
di Emerson e Rabinowitch erano entrambi in par- 
te corretti e in parte sbagliati. 

(e) Spiegate il modo in cui i due modelli si confronta- 
no con le nostre conoscenze sulla fotosintesi. 

Confutando il modello di Emerson, Rabinowitch af- 

fermò: “La difficoltà di accettare la teoria del deposito 

di fosfato appare evidente se si considera il fatto che, 

quando la luce è bassa, otto o dieci quanti di luce sono 

sufficienti per ridurre una molecola di anidride carbo- 
nica. Se ogni quanto produce una molecola di fosfato 

a elevata energia, l'energia accumulata sarebbe solo di 

80-100 kcal per einstein, mentre la fotosintesi richiede 

almeno 112 kcal per mole, e forse più, a causa delle per- 

dite che si verificano durante le reazioni parzialmente 

reversibili” (vol. 1, p. 228). 

(f) Come si confronta il valore di 8-10 fotoni del mo- 
dello di Rabinowitch per molecola di CO, ridotta 
con il valore accettato oggi? Consultate il Capitolo 
20 per ottenere utili informazioni a riguardo. 

(g) Come rispondereste alle argomentazioni di Rabi- 
nowitch alla luce delle attuali conoscenze sulla fo- 
tosintesi? 
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sere resa disponibile per le ossidoriduzioni” (vol. I, 
p. 152). In questo modello i composti riducenti 
vengono usati per fissare e ridurre la CO,, e l’ener- 
gia per queste reazioni deriva in larga misura dal- 
la grande quantità di energia libera rilasciata dalle 
reazioni di riduzione. 


NELLE PIANT 


20.1 Sintesi fotosintetica dei carboidrati 
20.2 Lafotorespirazione e le vie C, e CAM 
20.3 Biosintesi dell'amido e del saccarosio 


20.4 Sintesi dei polisaccaridi della parete cellulare: cellulosa 


delle piante e peptidoglicani dei batteri 839 


20.4 Integrazione del metabolismo dei carboidrati 
nelle cellule vegetali 


iamo ora giunti nel nostro studio delle attività cellula- 

ri al momento di “invertire” la direzione del metabo- 

lismo. Nei capitoli precedenti della Parte 2 abbiamo 
descritto come vengono degradate le principali sostanze 
nutrienti - carboidrati, acidi grassi e amminoacidi - nelle 
vie cataboliche che convergono verso il ciclo dell’acido ci- 
trico e donano gli elettroni alla catena respiratoria; abbia- 
mo anche visto come il flusso esoergonico degli elettroni 
verso l'ossigeno è accoppiato alla sintesi endoergonica di 
ATP Passiamo ora alle vie anaboliche, che usano l’energia 
chimica dell’ATP e del NADH o del NADPH per sintetiz- 
zare i componenti cellulari a partire da semplici precur- 
sori molecolari. Le vie anaboliche sono in genere ridutti- 
ve piuttosto che ossidative. Il catabolismo e l’anabolismo 
procedono contemporaneamente in uno stato stazionario 
dinamico, in cui la degradazione dei componenti cellula- 
ri che produce energia è controbilanciata dai processi bio- 
sintetici, che creano e mantengono un elevato ordine nel- 
le cellule viventi. 

Le piante devono essere particolarmente versatili nel 
loro utilizzo dei carboidrati, per diverse ragioni. Primo, 
le piante sono autotrofe, capaci di convertire il carbonio 
inorganico (in forma di CO;) in composti organici. Secon- 
do, la biosintesi avviene principalmente nei plastidi, or- 
ganelli circondati da una membrana, tipici delle piante; 
il passaggio degli intermedi tra i compartimenti cellulari 
è un altro aspetto importante del metabolismo. Terzo, le 
piante sono immobili; esse non possono spostarsi alla ri- 
cerca di acqua, luce, o sostanze nutrienti. Questi organi- 
smi devono avere una flessibilità metabolica tale da con- 
sentire loro di adattarsi alle mutevoli condizioni del luogo 
in cui sono radicate. Infine, le piante hanno sottili pareti 
cellulari formate da polimeri di carboidrati, che devono 
essere assemblati all’esterno della membrana plasmati- 
ca e costituiscono una porzione significativa dei carboi- 
drati della cellula. 


Il capitolo inizia con la descrizione del processo con cui 
la CO; viene fissata sotto forma di triosi ed esosi, quindi 
esamineremo la fotorespirazione, un'importante reazio- 
ne collaterale alla fissazione della CO), e il modo in cui al- 
cune piante cercano di evitarla. Vedremo anche come la 
biosintesi del saccarosio (per il trasporto dello zucchero) 
e dell’amido (per l’immagazzinamento dell'energia) ven- 
ga effettuata con meccanismi analoghi a quelli impiegati 
dalle cellule animali per produrre glicogeno. L'argomento 
successivo è la sintesi della cellulosa delle pareti cellulari 
delle piante e del peptidoglicano delle pareti cellulari dei 
batteri che illustra i problemi che si incontrano nei proces- 
si di biosintesi che richiedono energia, ma che avvengono 
all’esterno della membrana plasmatica. Il capitolo si con- 
clude con la descrizione di come le diverse vie che con- 
dividono alcuni intermedi metabolici siano segregate in 
organelli, ma tuttavia integrate l’una con l’altra. 


Sintesi fotosintetica dei carboidrati 


La sintesi dei carboidrati nelle cellule animali necessita 
sempre di precursori con almeno tre atomi di carbonio, 
tutti con uno stato di ossidazione più basso dell’atomo di 
carbonio della CO». Le piante e gli organismi fotosinteti- 
ci, al contrario, possono sintetizzare carboidrati a parti- 
re da CO; e acqua, riducendo la CO, a spese dell’energia 
dell'ATP e del NADPH generati dalle reazioni della foto- 
sintesi dipendenti dalla luce (Figura 20.1). Le piante (e gli 
altri autotrofi) possono usare la CO; come unica fonte di 
atomi di carbonio per la biosintesi non soltanto dei car- 
boidrati come la cellulosa e l’amido, ma anche dei lipidi, 
delle proteine e di tutti gli altri componenti organici del- 
la cellula. Gli organismi eterotrofi invece sono incapaci di 
ridurre la CO; per produrre “nuovo” glucosio in quantità 
significativa. 

Nei cloroplasti, le piante verdi contengono un sistema 
enzimatico che catalizza la conversione della CO; in compo- 
sti organici semplici (ridotti), un processo chiamato organi- 
cazione della CO,. Questo processo è stato anche chiama- 
to fissazione della CO, oppure fissazione del carbonio; 
questi termini si riferiscono esclusivamente alla specifica 
reazione in cui la CO, viene incorporata (fissata) nella mo- 
lecola di un composto a tre atomi di carbonio, il 3-fosfogli- 
cerato. Questo semplice prodotto della fotosintesi diventa 
il precursore di biomolecole più complesse, come zuccheri, 
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polisaccaridi o loro derivati, attraverso vie metaboliche si- 
mili a quelle degli animali. Le reazioni che portano alla fis- 
sazione della CO; costituiscono una via ciclica in cui gli in- 
termedi chiave sono continuamente rigenerati. La via meta- 
bolica è stata identificata da Melvin Calvin, Andrew Benson 
e James A. Bassham nel 1950 e 
per questo motivo viene spesso 
chiamata anche ciclo di Cal- 
vin o, in modo più descrittivo, 
ciclo della riduzione fotosin- 
tetica del carbonio. 

Il metabolismo dei carboi- 
drati è più complesso nelle 
cellule delle piante di quanto 
non lo sia nelle cellule animali 
o dei microrganismi non foto- 
sintetici. Oltre alle vie univer- 
sali della glicolisi e della gluco- 
neogenesi, le piante hanno un'esclusiva serie di reazioni 
per la riduzione della CO; a triosi fosfato e la via riduttiva 
del pentosio fosfato; tutte queste vie devono essere regola- 
te in modo coordinato per assicurare il corretto utilizzo del 
carbonio per la produzione di energia e la sintesi di amido 
e saccarosio. Gli enzimi chiave sono regolati, come vedre- 
mo, mediante (1) riduzione dei ponti disolfuro attraverso 
il flusso degli elettroni dal fotosistema I e (2) cambiamenti 
del pH e della concentrazione di Mg°* derivanti dall’illu- 
minazione. Quando si affrontano altri aspetti del metabo- 
lismo dei carboidrati delle piante, troviamo anche enzimi 
che sono modulati tramite (3) una regolazione allosterica 
convenzionale da parte di uno o più intermedi e (4) una 
modificazione covalente (fosforilazione). 


Melvin Calvin, 1911-1997 


e plastidi sono organelli presenti unicamente 
nelle cellule delle piante e delle alghe 

Le piante svolgono la maggior parte delle attività biosinte- 
tiche (compresa la fissazione della CO;) nei plastidi, una 
famiglia di organelli, racchiusi da una doppia membrana, 
che si autoriproducono e contengono un piccolo genoma 
che codifica alcune delle loro proteine. La maggior parte 
delle proteine destinate ai plastidi è codificata dai geni nu- 
cleari. Questi geni sono trascritti e tradotti come gli altri 
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Lipidi 


Figura 20.1 Fissazione della CO, nella biomassa nelle piante. La sintesi di ATP e NADPH 
guidata dalla luce, descritta nel Capitolo 19, fornisce l'energia e il potenziale riducente per la 
fissazione della CO, sotto forma di triosi, dai quali vengono sintetizzati tutti i composti carboniosi 
delle cellule vegetali. | processi mostrati con le frecce rosse sono l'argomento di questo capitolo. 


geni nucleari e le proteine prodotte vengono quindi suc- 
cessivamente trasferite nei plastidi. I plastidi si riprodu- 
cono per scissione binaria, replicando il loro genoma (una 
singola molecola circolare di DNA) e utilizzando i propri 
enzimi e ribosomi per sintetizzare le proteine codificate da 
questo genoma. I cloroplasti (vedi la Figura 19.47) sono i 
siti in cui viene fissata la CO;. Gli enzimi necessari a que- 
sto processo sono contenuti nello stroma, la fase solubi- 
le circondata dalla membrana interna del cloroplasto. Gli 
amiloplasti sono plastidi incolori (cioè privi di clorofilla e 
di altri pigmenti presenti nei cloroplasti). Essi non hanno 
membrane interne analoghe alle membrane fotosintetiche 
(tilacoidi) dei cloroplasti e nei tessuti delle piante ricchi di 
amido sono associati ai granuli di amido (Figura 20.2). I 
cloroplasti possono perdere le loro membrane interne e la 
clorofilla ed essere così convertiti in proplastidi, che sono 
interconvertibili con gli amiloplasti (Figura 20.3). A loro 
volta, gli amiloplasti e i proplastidi possono divenire clo- 
roplasti. Le proporzioni tra i diversi tipi di plastidi dipen- 
dono sia dal tipo di tessuto, sia dall’intensità dell’illumi- 
nazione. Le cellule delle foglie sono ricche di cloroplasti, 


Figura 20.2 Gli amiloplasti contenenti amido (granuli scuri) 
colorati con iodio in una sezione di cellule della radice di 
Ranunculus. | granuli di amido hanno un diametro, nei diversi 
tessuti, compreso tra 1 e 100 um. 
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Figura 20.3 |plastidi: loro origini e 
interconversioni. Tutti i tipi di plastidi sono 
delimitati da una doppia membrana, alcuni 
(in particolare i cloroplasti maturi) hanno 
estese membrane interne. Le membrane 
interne possono essere eliminate (quando un cloroplasto maturo 
diventa un proplastidio) e ricostruite (quando un proplastidio dà 
luogo a un plastidio pregranale e poi a un cloroplasto maturo).| 
proplastidi dei tessuti non fotosintetici (quali le radici) danno luogo 
agli amiloplasti, che contengono grosse quantità di amido. Tutte le 
cellule delle piante hanno plastidi e in questi organelli si svolgono 
altri importanti processi, compresa la sintesi di amminoacidi 
essenziali, tiamina, piridossal fosfato, flavine e vitamine A, C, E e K. 


Amiloplasto 


mentre gli amiloplasti sono predominanti nei tessuti non 
fotosintetici che immagazzinano grandi quantità di ami- 
do, come per esempio i tuberi delle patate. 

In tutti i tipi di plastidi le membrane interne sono im- 
permeabili alle molecole cariche e polari. Il passaggio di 
queste molecole attraverso le membrane è mediato da una 
serie di trasportatori specifici. 


CAPITOLO 20 


Biosintesi dei carboidrati nelle piante e nei batteri 


di CO; si uniscono a tre molecole di ribulosio 5-fosfato, per 
formare sei molecole di 3-gliceraldeide 3-fosfato (18 ato- 
mi di carbonio), in equilibrio con il diidrossiacetone fo- 
sfato. Nella terza fase, cinque delle sei molecole di triosio 
fosfato (15 atomi di carbonio) sono utilizzate per rigene- 
rare tre molecole di ribulosio 1,5-bisfosfato (15 atomi di 
carbonio), il composto da cui ha preso il via l’intero pro- 
cesso. La sesta molecola di triosio fosfato, il prodotto net- 
to della fotosintesi, può essere utilizzata per sintetizzare 
per esempio esosi da impiegare come combustibile o ma- 
teriale per le biosintesi, saccarosio da trasferire ai tessuti 
non fotosintetici, oppure per generare una riserva di ami- 
do. La via risulta quindi ciclica e consente l’organicazio- 
ne continua della CO, sotto forma di triosi ed esosi fosfa- 
to. Il fruttosio 6-fosfato è l’intermedio chiave della fase 3 
dell’organicazione della CO;; da questa molecola infatti è 
possibile rigenerare il ribulosio 1,5-bisfosfato, oppure sin- 
tetizzare amido. La via da esosio fosfato a pentosio fosfato 
coinvolge molte reazioni che nelle cellule animali conver- 
tono i pentosi fosfato in esosi fosfato nella fase non ossida- 
tiva della via del pentosio fosfato (vedi la Figura 14.23). 
Nella fissazione fotosintetica della CO; questa via agisce 
nella direzione opposta, cioè convertendo esosi fosfato in 
pentosi fosfato. Questo ciclo riduttivo del pentosio fo- 
sfato utilizza gli stessi enzimi della via ossidativa e alcu- 
ni altri che rendono il ciclo riduttivo irreversibile. Tutti i 
13 enzimi della via si trovano nello stroma dei cloroplasti. 


Fase 1: fissazione della CO, nel 3-fosfoglicerato Le 
prime importanti osservazioni sulla natura del meccani- 
smo di organicazione della CO, negli organismi fotosinte- 
tici derivano da esperimenti condotti alla fine degli anni 
°40 da Calvin e dai suoi collaboratori, i quali illuminarono 
per pochi secondi una sospensione di alghe verdi in pre- 
senza di anidride carbonica radioattiva (‘1C0»); quindi uc- 
cisero rapidamente le cellule, estrassero il loro contenuto 
e, con i metodi cromatografici allora disponibili, ricercaro- 


e L’organicazione dell'anidride carbonica pete 
avviene in tre fasi ADP C=0 
La prima fase dell’organicazione dell’anidri- Fase 3: 0) CHOH 
de carbonica in biomolecole (Figura 20.4) rigenerazione CHOH (3) 
consiste nella reazione di fissazione del dell’accettore : Fase 1: 
carbonio: la condensazione della CO, con / CH30-4P) Sana 
un accettore a cinque atomi di carbonio, il 0/ Ribulosio 
ribulosio 1,5 bisfosfato, per formare due ce oi oe 
molecole di 3-fosfoglicerato. Nella seconda CHO | 
fase le tre molecole di 3-fosfoglicerato ven- (1) Lac ipsa 
gono ridotte a tre molecole di 3-triosio fosfa- i 0-F) CH,0—P) 
to. Complessivamente, quindi, tre molecole Gliceraldelde Ina 3-Fosfoglicerato 
(6) (6) 

Fase 2: 

Figura 20.4 Le tre fasi dell’organicazione della CO, negli riduzione 


organismi fotosintetici. Le stechiometrie dei tre intermedi principali 
(indicate dai numeri tra parentesi) mostrano il destino degli atomi di 
carbonio che entrano nel ciclo e che lo lasciano. Come mostra la figura, 
tre molecole di CO, vengono fissate per la sintesi netta di una molecola 
di gliceraldeide 3-fosfato. Questo ciclo viene detto ciclo di riduzione 
fotosintetica del carbonio, o ciclo di Calvin. 


Pi 
(6 


ADP (6) 
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no i metaboliti in cui era stato incorporato l'atomo di car- 
bonio radioattivo della CO.. Il primo composto a diventa- 
re radioattivo era il 3-fosfoglicerato, con il !C localizzato 
prevalentemente nell’atomo di carbonio del gruppo car- 
bossilico. I risultati ottenuti da questi esperimenti sugge- 
rivano che il 3-fosfoglicerato fosse uno dei primi interme- 
di della fotosintesi. Le piante in cui questo composto a tre 
atomi di carbonio è il primo intermedio vengono chiamate 
piante C3, a differenza delle piante C4 descritte più avanti. 

L’enzima che catalizza l’organicazione della CO, in 
composti organici è la ribulosio 1,5-bisfosfato carbossi- 
lasi /ossigenasi, spesso chiamata più brevemente rubisco. 
Come carbossilasi, la rubisco catalizza il legame covalente 
della CO; allo zucchero a cinque atomi di carbonio ribulo- 
sio 1,5-bisfosfato e la scissione dell’intermedio instabile a 
sei atomi di carbonio in due molecole di 3-fosfoglicerato, 
una delle quali ha nel suo gruppo carbossilico l'atomo di 
carbonio appena incorporato (Figura 20.4). L'attività os- 
sigenasica dell'enzima verrà esaminata nella Sezione 20.2. 

Vi sono due diverse forme di rubisco. La forma I si trova 
nelle piante vascolari, nelle alghe e nei cianobatteri. La for- 
ma II è presente solo in alcuni batteri fotosintetici. enzima 
delle piante, fondamentale per la produzione della biomas- 
sa da CO,, ha la complessa struttura della forma I (Figura 
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20.5a). È composto da otto subunità identiche di grandi di- 
mensioni (ognuna con M, 53 000; codificate dal genoma del 
cloroplasto detto plastoma), ciascuna delle quali contiene 
un sito attivo; vi sono anche altre otto subunità più picco- 
le (ciascuna con M, 14 000; codificate nel genoma nuclea- 
re), la cui funzione non è ancora nota. La struttura in sub- 
unità della rubisco dei batteri fotosintetici è più semplice, 
in quanto ha solo due subunità simili per molti aspetti alle 
subunità più grandi dell'enzima delle piante (Figura 20.5b). 
Questa somiglianza è in accordo con l’ipotesi endosimbio- 
tica sull’origine dei cloroplasti (pagina 37). enzima delle 
piante ha un numero di turnover eccezionalmente basso; 
in ogni secondo, a 25 °C, una molecola di rubisco fissa solo 
tre molecole di CO». Per raggiungere un'alta velocità di fis- 
sazione della CO,, le piante necessitano di grandi quantità 
dell’enzima. enzima delle piante è localizzato nello stro- 
ma dei cloroplasti e rappresenta circa il 50% delle protei- 
ne solubili in questo organello. La rubisco è probabilmen- 
te l'enzima più abbondante della biosfera. 

Nel meccanismo di reazione proposto per la rubi- 
sco delle piante viene assegnato un ruolo centrale a una 
catena laterale di Lys carbamilata alla quale è legato uno 
ione Mg°*. Lo ione Mg°* avvicina e orienta i reagenti nel 
sito attivo (Figura 20.6) e polarizza la CO, preparandola 


Vista laterale 


Figura 20.5 Struttura della ribulosio 
1,5-bisfosfato carbossilasi (rubisco). (a) Modello 
a nastro della rubisco di spinacio visto dall'alto e di 
lato (PBD ID 8RUC). L'enzima presenta otto subunità 
più grandi (in azzurro) e otto più piccole (in grigio), 
che hanno una struttura molto compatta con M, 
maggiore di 500 000. La rubisco è presente nello 
stroma dei cloroplasti a una concentrazione di circa 
250 mg/mL, corrispondente a una concentrazione 
di siti attivi straordinariamente elevata (circa 4 mm). 
I residui amminoacidici presenti nel sito attivo 
sono indicati in giallo e gli ioni Mg?* in verde. 

(b) Modello a nastro della rubisco del batterio 
Rhodospirillum rubrum (PDB ID 9RUB). Le subunità 
sono in grigio e in blu. 
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all'attacco nucleofilico da parte dell’enediolato a cinque 
atomi di carbonio, l’intermedio della reazione che si for- 
ma sull’enzima (Figura 20.7). intermedio a sei atomi di 
carbonio che ne deriva si scinde producendo due moleco- 
le di 3-fosfoglicerato. 


Figura 20.6 Il ruolo centrale dello ione Mg?* nel meccanismo 
catalitico della rubisco. (Tratto da PDB ID 1RXO) Lo ione 

Mg?* è coordinato con sei atomi di ossigeno in un complesso 
approssimativamente ottaedrico: un atomo di ossigeno del carbammato 
legato alla Lys”; due atomi di ossigeno del gruppo carbossilico di 

Glu?° e Asp?°; due atomi di ossigeno sugli atomi di carbonio C-2 e C-3 del substrato, ribulosio 
1,5-bisfosfato, e uno sull'altro substrato, la CO.. In questa struttura cristallina una molecola 
d'acqua occupa il sito che lega la CO.. Nella figura, la molecola di CO, è mostrata nella posizione 
corretta. (I numeri dei residui sono riferiti all'enzima dello spinacio.) 
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Figura 20.7 &* MECCANISMO D'AZIONE Prima fase ribulosio 1,5-bisfosfato per formare due molecole di 3-fosfoglicerato, 
dell'organicazione della CO): l’attività carbossilasica della una delle quali contiene l'atomo di carbonio proveniente dalla CO, (in 
rubisco. La reazione di fissazione della CO, è catalizzata dalla ribulosio rosso). Altri trasferimenti protonici (non mostrati), che coinvolgono i 


x “ x . A ti 4 ‘ Hi n] 201 175 1294 D * . ‘ ’ 
1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi (rubisco). La reazione complessiva residui Lys”, Lys ‘’° e His°°° dell'enzima, avvengono a livello di molte di 


consiste nella condensazione di una molecola di CO, con una di queste tappe. & Rubisco Mechanism; Rubisco Tutorial 
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La rubisco, essendo il catalizzatore della prima tap- 
pa della fissazione fotosintetica della CO,, è il principale 
punto di regolazione del processo. Lenzima è inattivo se il 
gruppo amminico e del residuo di Lys” non è carbamila- 
to (Figura 20.8). Il ribulosio 1,5-bisfosfato inibisce la carba- 
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Figura 20.8 Ruolo della rubisco attivasi nella carbamilazione 
del residuo Lys?°! della rubisco. Se il substrato ribulosio 
1,5-bisfosfato è legato al sito attivo, la Lys?" non è accessibile. 

La rubisco attivasi accoppia l'idrolisi dell'ATP all'espulsione dello 
zucchero bisfosfato legato, esponendo la Lys?°?, che può essere ora 
carbamilata dalla CO, in una reazione a quanto pare non mediata da 
un enzima. Lo ione Mg?* viene attratto dalla carica negativa della Lys 
carbamilata e il suo legame attiva l'enzima. 
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milazione legandosi saldamente al sito attivo e bloccando 
l'enzima nella conformazione “chiusa”, nella quale la Lys?! 
è inaccessibile. Per rimuovere l’inibizione è necessario un 
enzima, chiamato rubisco attivasi, in grado di promuo- 
vere il rilascio ATP-dipendente del ribulosio 1,5-bisfosfa- 
to, determinando così l’esposizione del gruppo amminico 
della Lys e la sua carbamilazione non enzimatica da parte 
della CO;; questa reazione è seguita dal legame dell'’Mg°* 
che attiva l'enzima. In alcune specie la rubisco attivasi è 
attivata dalla luce attraverso un meccanismo redox simile 
a quello mostrato nella Figura 20.19. 

Un altro meccanismo di regolazione coinvolge l’inibi- 
tore notturno, il 2-carbossiarabinitolo 1-fosfato, un analogo 
dello stato di transizione, presente in natura (pagina 218), 
con una struttura simile a quella dell’intermedio ft-che- 
toacidico della reazione della rubisco (Figura 20.7). Que- 
sto composto viene sintetizzato in alcune piante durante i 
periodi al buio ed è un potente inibitore della carbamila- 
zione della rubisco; esso è poi demolito quando ritorna la 
luce o espulso a opera della rubisco attivasi, consentendo 
la riattivazione della rubisco. 


CH; = 0-0? 
HO — o cd° 
SSR 
ii 
CH:0H 


2-Carbossiarabinitolo 1-fosfato 


Fase 2: conversione del 3-fosfoglicerato in gliceral- 
deide 3-fosfato Il 3-fosfoglicerato formato nella fase 1 
viene trasformato in gliceraldeide 3-fosfato in due tappe 
che sono essenzialmente l’inverso delle corrispondenti tap- 
pe della glicolisi; in questo caso il cofattore nucleotidico uti- 
lizzato per la riduzione dell’1,3-bisfosfoglicerato è il NADPH 
e non il NADH (Figura 20.9). Lo stroma dei cloroplasti con- 
tiene tutti gli enzimi glicolitici, eccetto la fosfoglicerato mu- 
tasi. Questi enzimi stromali e quelli presenti nel citosol so- 
no isozimi; i due gruppi di enzimi catalizzano le stesse rea- 
zioni, ma sono codificati da geni diversi. 

Nella prima tappa della fase 2, la 3-fosfoglicerato chi- 
nasi dello stroma catalizza il trasferimento di un gruppo 
fosforico dall’ATP al 3-fosfoglicerato, producendo 1,3-bis- 
fosfoglicerato. Il NADPH dona poi elettroni in una reazio- 
ne di riduzione catalizzata dall’isozima specifico dei cloro- 
plasti, la gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi, forman- 
do gliceraldeide 3-fosfato e P;. Le elevate concentrazioni 
di NADPH e ATP nello stroma del cloroplasto permet- 
tono a questa coppia di reazioni svantaggiate dal punto 
di vista termodinamico di procedere nella direzione del- 
l1,3-bisfosfoglicerato. Lenzima triosio fosfato isomerasi 
interconverte poi i triosi fosfato gliceraldeide 3-fosfato e 
il diidrossiacetone fosfato. La maggior parte dei triosi fo- 
sfato così prodotti viene utilizzata per rigenerare ribulo- 
sio 1,5-bisfosfato, i restanti possono essere convertiti in 
amido nei cloroplasti e conservati per essere usati in un 
secondo tempo, oppure possono essere immediatamen- 
te esportati nel citosol e convertiti in saccarosio da tra- 
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Fruttosio 
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Figura 20.9 La seconda fase della organicazione della CO). 

Il 3-fosfoglicerato viene convertito in gliceraldeide 3-fosfato (frecce 
rosse). destini alternativi degli atomi di carbonio della gliceraldeide 
3-fosfato sono indicati dalle frecce blu. La maggior parte viene 
riciclata per rigenerare il ribulosio 1,5-bisfosfato, come mostrato 
nella Figura 20.10. Una piccola frazione di gliceraldeide 3-fosfato 
“extra” può essere utilizzata per produrre energia, ma soprattutto 
viene trasformata in saccarosio, che verrà trasportato, oppure 
conservata sotto forma di amido. Se la gliceraldeide 3-fosfato viene 


sportare nei distretti in crescita della pianta. Nelle foglie 
che stanno crescendo, una buona parte dei triosi fosfato 
viene degradata nella via glicolitica per la produzione di 
energia necessaria alla crescita. 


Fase 3: rigenerazione del ribulosio 1,5-bisfosfato dai 
triosi fosfato Come abbiamo visto, la prima reazione di 
fissazione della CO; e della produzione di triosi fosfato con- 
suma ribulosio 1,5-bisfosfato. Per avere un flusso continuo 
nella conversione di CO, in carboidrati, il ribulosio 1,5-bisfo- 
sfato deve essere costantemente rigenerato. Le cellule del- 
le piante risolvono questo problema mediante una serie di 
reazioni (Figura 20.10) che formano, insieme alle fasi 1 e 2 
esaminate prima, la via ciclica mostrata nella Figura 20.4. 


1,6-bisfosfatasi 


1,6-bisfosfato 
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utilizzata per la formazione di amido, si condensa nello stroma 

con una molecola di diidrossiacetone fosfato e genera alla fine 
fruttosio 1,6-bisfosfato, un precursore dell'amido. In altre situazioni 

è convertita in diidrossiacetone fosfato, che esce dal cloroplasto 
mediante una specifica via di trasporto (vedi la Figura 20.15). Nel 
citosol, il diidrossiacetone fosfato può essere degradato dalla glicolisi 
per produrre energia oppure può essere utilizzato per la sintesi di 
fruttosio 6-fosfato e quindi di saccarosio. 


Con questa via metabolica il prodotto della prima reazio- 
ne (3-fosfoglicerato) passa attraverso una serie di trasfor- 
mazioni che rigenerano il materiale di partenza, il ribulo- 
sio 1,5-bisfosfato. Gli intermedi di questa via comprendo- 
no zuccheri a tre, quattro, cinque, sei e sette atomi di car- 
bonio. Tutti i numeri delle tappe citate nel testo che segue 
si riferiscono alla Figura 20.10. 

Le tappe © e © sono catalizzate dall’enzima aldola- 
si. Esso inizialmente catalizza la condensazione reversibile 
della gliceraldeide 3-fosfato con il diidrossiacetone fosfato 
producendo fruttosio 1,6-bisfosfato (tappa ®); questo vie- 
ne poi scisso in fruttosio 6-fosfato e P; dalla fruttosio 1,6-bi- 
sfosfatasi (FBPasi-1) nella tappa @. La reazione è fortemen- 
te esoergonica ed essenzialmente irreversibile. La tappa @ 
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Figura 20.10 La terza fase dell’organicazione della CO,. Questo 
disegno schematico mostra le interconversioni dei triosi fosfato e 
dei pentosi fosfato. | pallini neri rappresentano il numero di atomi 
di carbonio in ciascun composto. | composti di partenza sono la 
gliceraldeide 3-fosfato e il diidrossiacetone fosfato. Le reazioni 
catalizzate dalla aldolasi (tappe © e ©) e dalla transchetolasi 
(tappe ®© e @) producono pentosi fosfato, che sono poi convertiti 


è catalizzata dalla transchetolasi, che contiene il gruppo 
prostetico tiamina pirofosfato (TPP) (vedi la Figura 14.15a) 
e richiede la presenza di uno ione Mg°*. La transchetolasi 
catalizza il trasferimento reversibile di un gruppo chetoli- 
co a due atomi di carbonio (CHX0H—CO—) da un chetosio 
fosfato donatore, il fruttosio 6-fosfato, a un aldosio fosfato 
accettore, la gliceraldeide 3-fosfato (Figura 20.11a, b), for- 
mando il pentosio xilulosio 5-fosfato e il tetrosio eritrosio 
4-fosfato. Nella tappa ©, l’aldolasi agisce ancora unendo 
l’eritrosio 4-fosfato e il diidrossiacetone fosfato con la con- 
seguente formazione dello zucchero a sette atomi di carbo- 
nio sedoeptulosio 1,7-bisfosfato. Un enzima presente so- 
lo nei plastidi, la sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi, converte il 


i. 5-fosfato 


Ribulosio 5-fosfato 
eee 


ribulosio 5-fosfato 
epimerasi 


ea Ribulosio 1,5-bisfosfato 


00000 


in ribulosio 1,5-bisfosfato-ribosio 5-fosfato dalla ribosio 5-fosfato 
isomerasi (@) e xilulosio 5-fosfato dalla ribulosio 5-fosfato 

epimerasi (©). Nella tappa @ il ribulosio 5-fosfato viene fosforilato, 
rigenerando il ribulosio 1,5-bisfosfato. Le tappe con le frecce blu 
sono esoergoniche e rendono l'intero processo irreversibile: tappa @ 
(fruttosio 1,6-bisfosfatasi), tappa @ (sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi) e 
tappa © (ribulosio 5-fosfato chinasi). 


bisfosfato in sedoeptulosio 7-fosfato (tappa ©); questa è la 
seconda reazione irreversibile della via. Nella tappa @ la 
transchetolasi converte il sedoeptulosio 7-fosfato e la glice- 
raldeide 3-fosfato in due pentosi fosfato (Figura 20.11c). La 
Figura 20.12 mostra come nel corso della tappa @ un’unità 
bicarboniosa viene temporaneamente trasportata sul cofat- 
tore TPP della transchetolasi e condensata con i tre atomi 
di carbonio della gliceraldeide 3-fosfato. 

I pentosi fosfato prodotti dalla reazione catalizzata dal- 
la transchetolasi, ribosio 5-fosfato e xilulosio 5-fosfato, ven- 
gono convertiti in ribulosio 5-fosfato (tappe © e @), che 
nella tappa finale del ciclo (tappa ©) viene fosforilato a ri- 
bulosio 1,5-bisfosfato dalla ribulosio 5-fosfato chinasi (Fi- 
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Figura 20.11 Le reazioni 
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Figura 20.12 IITPP è un cofattore 
per la transchetolasi. La transchetolasi 
trasferisce un'unità bicarboniosa dal 
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pentosio fosfato (tappa @ della Figura CH R' Ribosio 5-fosfato 

20.10). Il cofattore della transchetolasi, 19 E 
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Figura 20.13 Rigenerazione del ribulosio 1,5-bisfosfato. Il ribulosio 
1,5-bisfosfato, il materiale di partenza per il ciclo di Calvin, viene rigenerato da due 
pentosi fosfato prodotti nel ciclo. Questa via coinvolge l'azione di un'isomerasi e di 
un'epimerasi e poi di una chinasi per la fosforilazione in cui l’ATP è il donatore del 
gruppo fosforico (tappe @, © e © della Figura 20.10). 
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gura 20.13). Questa è la terza reazione fortemente esoer- 
gonica del processo, in quanto un legame fosfoanidride 
dell’ATP viene utilizzato per formare un legame estere nel 
ribulosio 1,5-bisfosfato. 


e Lasintesidi ogni triosio fosfato dalla CO, richiede 

sei NADPH e nove ATP 
Il risultato di tre giri del ciclo di Calvin è la conversione 
di tre molecole di CO, e di una molecola di fosfato in una 
molecola di triosio fosfato. La stechiometria delle reazio- 
ni che da CO, portano al triosio fosfato, con la rigenera- 
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zione del ribulosio 1,5-bisfosfato, è riportata nella Figura 
20.14. Tre molecole di ribulosio 1,5-bisfosfato (un totale 
di 15 atomi di carbonio) si condensano con tre molecole 
di CO, (tre atomi di carbonio) formando sei molecole di 
3-fosfoglicerato (18 atomi di carbonio). Queste sei molecole 
di fosfoglicerato sono ridotte a sei molecole di gliceraldeide 
3-fosfato (in equilibrio con il diidrossiacetone fosfato) a 
spese di sei molecole di ATP (consumate nella sintesi del- 
1°1,3-bisfosfoglicerato) e di sei molecole di NADPH (utiliz- 
zate nella riduzione dell’1,3-bisfosfoglicerato a gliceraldei- 
de 3-fosfato). Lisozima della gliceraldeide 3-fosfato deidro- 
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Figura 20.14 Stechiometria della fissazione della CO, attraverso 
il ciclo di Calvin. Per ogni tre molecole di CO, che vengono fissate 

si forma una molecola di triosio fosfato (gliceraldeide 3-fosfato) e 
vengono consumate nove molecole di ATP e sei molecole di NADPH. 
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genasi presente nei cloroplasti può usare NADPH come do- 
natore di elettroni e normalmente opera nella direzione 
della riduzione dell’1,3-bisfosfoglicerato. L’isozima citoso- 
lico utilizza NAD, come gli enzimi glicolitici degli animali 
e di altri eucarioti, e al buio agisce nella glicolisi per ossi- 
dare la gliceraldeide 3-fosfato. Essendo la reazione rever- 
sibile, tutti gli isozimi della gliceraldeide 3-fosfato deidro- 
genasi catalizzano la reazione in entrambe le direzioni, co- 
me qualsiasi altro enzima. 

Il prodotto netto del processo di assimilazione del car- 
bonio è una molecola di gliceraldeide 3-fosfato. Le altre 
cinque molecole di triosio fosfato (15 atomi di carbonio) 
sono riarrangiate nelle tappe da © a © della Figura 20.10 
producendo tre molecole di ribulosio 1,5-bisfosfato (15 ato- 
mi di carbonio). Eultima reazione di questo processo ri- 
chiede una molecola di ATP per ogni molecola di ribulo- 
sio 1,5-bisfosfato, un totale quindi di tre molecole di ATP. 
Riassumendo, per ogni molecola di triosio fosfato prodot- 
ta dalla fissazione fotosintetica della CO, vengono utiliz- 
zate sei molecole di NADPH e nove di ATP. 

Le fonti di ATP e di NADPH per queste trasformazio- 
ni chimiche sono le reazioni alla luce della fotosintesi, che 
producono NADPH e ATP circa nello stesso rapporto (2:3) 
con cui vengono consumati nel ciclo di Calvin. Nove mo- 
lecole di ATP vengono convertite in ADP e fosfato nella 
produzione di una molecola di triosio fosfato; otto gruppi 
fosfato sono rilasciati sotto forma di P;, e vengono succes- 
sivamente ricombinati con l’ADP per sintetizzare ATP Il 
nono gruppo fosfato resta quindi legato al triosio fosfato; 
come vedremo in seguito per convertire la nona molecola 
di ADP in ATP è necessario che una molecola di P; sia im- 
portata dal citosol. 

Al buio, la produzione di ATP e NADPH tramite la fo- 
tofosforilazione e l’organicazione della CO; nei triosi fosfa- 
to (tramite le cosiddette reazioni al buio) cessano. Le “rea- 
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zioni al buio” della fotosintesi sono state così chiamate per 
distinguerle dalla reazioni primarie di trasferimento degli 
elettroni al NADP' e di sintesi dell'ATP innescate dalla lu- 
ce descritte nel Capitolo 19. In realtà esse non possono av- 
venire a velocità apprezzabili in organismi fotosintetici po- 
sti al buio. Queste reazioni sono quindi chiamate in mo- 
do più appropriato con il nome di reazioni di fissazione 
del carbonio. Descriveremo più avanti in questa sezione 
i meccanismi regolatori che stimolano l’organicazione del- 
la CO; alla luce e che la inibiscono al buio. 

Nello stroma dei cloroplasti vi sono tutti gli enzimi che 
servono a convertire i triosi fosfato, cioè i prodotti dell’or- 
ganicazione della CO; (gliceraldeide 3-fosfato e diidrossia- 
cetone fosfato) in amido, che viene conservato nei cloro- 
plasti sotto forma di granuli insolubili. L’aldolasi condensa 
i due triosi fosfato in fruttosio 1,6-bisfosfato; la fruttosio 
1,6-bisfosfatasi produce fruttosio 6-fosfato, la fosfoesosio 
isomerasi genera glucosio 6-fosfato e la fosfoglucomuta- 
si il glucosio 1-fosfato, cioè il materiale di partenza per la 
sintesi dell’amido (vedi la Sezione 20.3). 

Tutte le reazioni del ciclo di Calvin, eccetto quelle ca- 
talizzate dalla rubisco, dalla sedoeptulosio 1,7-bisfosfata- 
si e dalla ribulosio 5-fosfato chinasi, avvengono anche nei 
tessuti animali. Gli animali non possono convertire la CO, 
in glucosio per l'assenza di questi tre enzimi. 


e Unsistemaditrasporto esporta i triosi fosfato 
dai cloroplasti e importa fosfato 

La membrana interna dei cloroplasti è impermeabile 
a quasi tutti i composti fosforilati, compresi il fruttosio 
6-fosfato, il glucosio 6-fosfato e il fruttosio 1,6-bisfosfato. 
Vi è però uno specifico trasportatore (antiporto) che ca- 
talizza lo scambio uno contro uno di P; e triosio fosfato 
(diidrossiacetone fosfato o gliceraldeide 3-fosfato) (Figura 
20.15; vedi anche la Figura 20.9). Questo antiporto trasfe- 
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Figura 20.15 L'antiporto P;-triosio fosfato dellamembrana 
interna dei cloroplasti. Questo trasporto facilita lo scambio del 
P; citosolico con il diidrossiacetone fosfato dello stroma. | prodotti 
dell'assimilazione fotosintetica del carbonio vengono trasferiti 
nel citosol, dove vengono utilizzati per la sintesi di saccarosio; 


contemporaneamente il P; necessario per la fotofosforilazione entra 
nello stroma. Lo stesso antiporto può trasportare 3-fosfoglicerato 

e agire da sistema navetta (shuttle) per l'esportazione di ATP e di 
equivalenti riducenti (vedi la Figura 20.16). 
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risce contemporaneamente il P; all’interno dei cloroplasti, 
dove viene usato per la fotofosforilazione, e i triosi fosfato 
nel citosol, dove possono essere utilizzati per la sintesi di 
saccarosio, la forma in cui il carbonio fissato viene traspor- 
tato dal luogo della sintesi ai tessuti lontani nella pianta. 

La sintesi di saccarosio nel citosol e la sintesi dell’amido 
nei cloroplasti rappresentano i principali sistemi di “cattu- 
ra” delle unità di triosio fosfato in eccesso. Durante la sin- 
tesi del saccarosio (descritta più avanti) si liberano quat- 
tro molecole di P;, una da ciascuna delle quattro molecole 
di triosio fosfato necessarie per formare il saccarosio. Per 
ogni molecola di triosio fosfato che esce dai cloroplasti, 
viene trasportata nei cloroplasti una molecola di P;, corri- 
spondente al nono gruppo P;j menzionato in precedenza e 
usato per la produzione di ATP Se questo scambio venisse 
bloccato, la sintesi dei triosi fosfato consumerebbe rapida- 
mente tutto il P; all’interno dei cloroplasti, rallentando la 
sintesi dell'ATP, e diventerebbe così impossibile procede- 
re con la fissazione della CO; in amido. 

Il sistema di scambio P;-triosio fosfato ha anche un’al- 
tra funzione. Il citosol necessita di ATP e di potere ridu- 
cente per un certo numero di biosintesi e di reazioni che 
richiedono energia. Queste necessità sono soddisfatte in 
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una certa misura dai mitocondri, ma una seconda fonte 
potenziale di energia sono ’ATP e il NADPH generati nel- 
lo stroma dei cloroplasti durante le reazioni alla luce della 
fotosintesi. Però l’ATP e il NADPH non possono attraver- 
sare la membrana dei cloroplasti. L’antiporto P;-triosio fo- 
sfato ha l’effetto indiretto di trasferire ATP ed equivalen- 
ti riducenti attraverso la membrana dei cloroplasti al cito- 
sol (Figura 20.16). Il diidrossiacetone fosfato formato nel- 
lo stroma viene trasportato nel citosol, dove è convertito 
dagli enzimi glicolitici in 3-fosfoglicerato, generando con- 
temporaneamente ATP e NADH. Il 3-fosfoglicerato rien- 
tra nei cloroplasti completando il ciclo. 


e Quattro enzimi del ciclo di Calvin sono indirettamente 
attivati dalla luce 

L’organicazione riduttiva della CO; richiede una grande 
quantità di ATP e NADPH, e la concentrazione di questi 
due composti aumenta nello stroma quando i cloroplasti 
sono illuminati (Figura 20.17). Il trasporto indotto dalla lu- 
ce dei protoni attraverso la membrana tilacoidale (Capitolo 
19) causa anche l'aumento del pH stromale da circa 7 a cir- 
ca 8 ed è accompagnato da un flusso di ioni Mg°* dal tila- 
coide nello stroma, aumentando la concentrazione di Mg°* 
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Figura 20.16 Ruolo dell’antiporto P;-triosio fosfato nel 
trasporto di ATP e di equivalenti riducenti. Il diidrossiacetone 
fosfato esce dai cloroplasti e viene convertito nel citosol in 
gliceraldeide 3-fosfato. Le reazioni della gliceraldeide 3-fosfato 
deidrogenasi citosolica e della fosfoglicerato chinasi producono poi 
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NADH, ATP e 3-fosfoglicerato; quest'ultimo rientra nei cloroplasti e 
viene ridotto a diidrossiacetone fosfato, completando un ciclo che 
sposta ATP ed equivalenti riducenti (NADH/NADPH) dal cloroplasto 
al citosol. 
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Figura 20.17 La fonte di ATP e di NADPH. L'ATP e il NADPH 
prodotti dalle reazioni alla luce sono essenziali per la riduzione della 
CO,. Le reazioni fotosintetiche che producono ATP e NADPH sono 
accompagnate dal trasferimento di protoni (in rosso) dallo stroma 
nei tilacoidi, creando un ambiente alcalino nello stroma. Gli ioni 
Mg?* passano dai tilacoidi nello stroma, accumulandosi in questo 
compartimento. 


da 1-3 mm a 3-6 mm. Alcuni enzimi stromali si sono evolu- 
ti in modo da trarre vantaggio da queste modificazioni in- 
dotte dalla luce, che segnalano una disponibilità di ATP e 
di NADPH: essi hanno un pH ottimale e una richiesta di 
Mg?* che meglio si adatta alla situazione alcalina e di eleva- 
ta [Mg?*] che si viene a instaurare. Per esempio, l’attivazio- 
ne della rubisco mediante la formazione della carbamil-lisi- 
na è più veloce a pH alcalino, e una [Mg?*] stromale elevata 
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Figura 20.19 L'attivazione da parte della luce di diversi enzimi 
del ciclo di Calvin. L'attivazione da parte della luce di alcuni enzimi 
del ciclo di Calvin è mediata dalla tioredossina, una piccola proteina 
contenente un ponte disolfuro. Alla luce, la tioredossina viene 
ridotta dagli elettroni che si spostano dal fotosistema l attraverso la 
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Figura 20.18 Attivazione della fruttosio 1,6-bisfosfatasi dei 
cloroplasti. La fruttosio 1,6-bisfosfatasi (FBPasi-1) ridotta viene 
attivata dalla luce e da una combinazione tra pH elevato ed elevata 
[Mg?*] nello stroma, causate entrambe dall'illuminazione. 


favorisce la formazione del complesso attivo con l’Mg°*. La 
fruttosio 1,6-bisfosfatasi richiede Mg°* ed è molto sensibile 
a variazioni del pH dell'ambiente (Figura 20.18). La sua at- 
tività aumenta di oltre 100 volte quando il pH e la concen- 
trazione degli ioni magnesio si innalzano per effetto dell’il- 
luminazione dei cloroplasti. 

Quattro enzimi del ciclo di Calvin sono sottoposti a 
un particolare tipo di regolazione da parte della luce. La 
ribulosio 5-fosfato chinasi, la fruttosio 1,6-bisfosfatasi, la 
sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi e la gliceraldeide 3-fosfato 
deidrogenasi vengono attivate dalla riduzione, mediata 
dalla luce, di ponti disolfuro che si formano tra due resi- 
dui di cisteina determinanti per la loro attività catalitica. 
Quando questi residui di Cys sono ossidati e si genera un 
ponte disolfuro, gli enzimi sono inattivi; questa è la con- 
dizione normale al buio. Durante l’illuminazione, gli elet- 
troni fluiscono dal fotosistema I alla ferredossina (vedi la 
Figura 19.58), che trasferisce poi gli elettroni a una picco- 
la proteina solubile chiamata tioredossina, contenente 
un ponte disolfuro (Figura 20.19), mediante una reazio- 
ne catalizzata dalla ferredossina-tioredossina redutta- 
si. La tioredossina ridotta dona gli elettroni necessari per 
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ferredossina (Fd) (frecce blu), e a sua volta riduce i legami disolfuro 
degli enzimi sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi, fruttosio 1,6-bisfosfatasi, 
ribulosio 5-fosfato chinasi e gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi, che 
vengono tutti attivati. AI buio, i gruppi —SH vengono nuovamente 
ossidati a disolfuro e l'enzima torna inattivo. 
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la riduzione dei ponti disolfuro degli enzimi attivati dalla 
luce; queste reazioni di scissione riduttiva sono accompa- 
gnate da modificazioni conformazionali che aumentano 
l’attività degli enzimi interessati. Al buio, i residui di Cys 
dei quattro enzimi vengono nuovamente ossidati in for- 
ma di disolfuri, e gli enzimi perdono la loro attività ca- 
tabolica; in queste condizioni non viene speso ATP per 
l’organicazione della CO,. Inoltre, di notte viene degra- 
dato l’amido sintetizzato e conservato durante il giorno 
per rifornire la glicolisi. 

La glucosio 6-fosfato deidrogenasi, il primo enzima nel- 
la via ossidativa del pentosio fosfato, viene regolata da que- 
sto meccanismo di riduzione indotto dalla luce, ma in sen- 
so opposto. Durante il giorno, quando la fotosintesi pro- 
duce tutto il NADPH necessario alla cellula, questo enzi- 
ma viene inattivato in quanto non vi è richiesta di altro 
NADPH. Penzima viene inattivato attraverso la riduzione 
di un legame disolfuro essenziale da parte di elettroni do- 
nati dalla ferredossina. 


SOMMARIO 20.1 
Sintesi fotosintetica dei carboidrati 

e Nelle piante vascolari la fotosintesi avviene nei clo- 
roplasti. Nelle reazioni di organicazione della CO; (il 
ciclo di Calvin) vengono utilizzati ATP e NADPH per 
ridurre la CO; a triosi fosfato. Queste reazioni avvengo- 
no in tre fasi: la reazione di fissazione, catalizzata dalla 
rubisco; la riduzione del 3-fosfoglicerato prodotto a 
gliceraldeide 3-fosfato e la rigenerazione del ribulosio 
1,5-bisfosfato dai triosi fosfato. 

e La rubisco condensa la CO; con il ribulosio 1,5-bis- 
fosfato, formando un esosio bisfosfato che viene scisso 
in due molecole di 3-fosfoglicerato. La rubisco è atti- 
vata da una modificazione covalente (carbamilazione 
della Lys?) catalizzata dalla rubisco attivasi e viene 
inibita da un analogo dello stato di transizione natura- 
le, la cui concentrazione aumenta al buio e diminuisce 
durante il giorno. 

e Gli isozimi stromali degli enzimi glicolitici catalizzano 
la riduzione del 3-fosfoglicerato a gliceraldeide 3-fosfa- 
to; la riduzione di una molecola richiede una molecola 
di ATP e una di NADPH. 

e Gli enzimi dello stroma, fra i quali la transchetolasi e 
l’aldolasi, riarrangiano gli scheletri carboniosi dei triosi 
fosfato, generando intermedi con tre, quattro, cinque, 
sei e sette atomi di carbonio e producendo pentosi 
fosfato. I pentosi fosfato vengono convertiti in ribulo- 
sio 5-fosfato, successivamente fosforilato a ribulosio 
1,5-bisfosfato per completare il ciclo di Calvin. 

e Il costo della fissazione di tre molecole di CO; in una 
di triosio fosfato è di nove molecole di ATP e sei di 
NADPH, che vengono fornite dalle reazioni alla luce 
della fotosintesi. 

e Un antiporto nella membrana interna dei cloroplasti 
scambia P; dal citosol con 3-fosfoglicerato o diidrossia- 
cetone fosfato prodotti dalla fissazione della CO, nello 
stroma. L’ossidazione del diidrossiacetone fosfato nel 
citosol genera ATP e NADPH, perciò questo è un pro- 
cesso indiretto di esportazione di ATP ed equivalenti 
riducenti dai cloroplasti al citosol. 
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e Quattro enzimi del ciclo di Calvin sono attivati indi- 
rettamente dalla luce e sono inattivi al buio, in tal 
modo la sintesi dell’esosio non entra in competizione 
con la glicolisi, che è necessaria per produrre energia 
al buio. 


La fotorespirazione e le vie C, e CAM 


Come abbiamo visto, le cellule fotosintetiche producono 
O; (dalla scissione dell’H,0) durante le reazioni dipen- 
denti dalla luce (Capitolo 19) e usano la CO; in processi 
che non dipendono dalla luce (descritti prima), quindi lo 
scambio gassoso netto durante la fotosintesi consiste nell’as- 
sorbimento della CO, e nel rilascio dell’O;: 


CO; + H;0 “se (05 + (CH;0) 


Al buio, le piante effettuano anche la respirazione mito- 
condriale, cioè l'ossidazione di substrati a CO, e la conver- 
sione di O; in H;0. Vi è un altro processo nelle piante che, 
come la respirazione mitocondriale, consuma O; e produ- 
ce CO;, e come la fotosintesi è governato dalla luce. Que- 
sto processo, la fotorespirazione, è una dispendiosa rea- 
zione collaterale della fotosintesi ed è dovuta a una man- 
canza di specificità dell'enzima rubisco. In questa sezione 
descriveremo tale reazione e le strategie applicate dalle 
piante per ridurre al minimo le conseguenze metaboliche. 


e  Lafotorespirazione dipende dall'attività ossigenasica 

della rubisco 
La rubisco non ha una specificità di substrato assoluta per 
la CO;; in effetti, l'ossigeno molecolare (0) compete con la 
CO; per il legame al sito attivo e, una volta ogni tre o quat- 
tro turnover, la rubisco catalizza anche la condensazione 
dell’ossigeno con il ribulosio 1,5-bisfosfato, formando una 
molecola di 3-fosfoglicerato e una di 2-fosfoglicolato (Fi- 
gura 20.20), un prodotto metabolicamente inutile. Questa 
è un'attività ossigenasica dell'enzima, evidenziata già dal 
suo nome: ribulosio 1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi. 
La reazione con l’O; non porta alla fissazione del carbonio 
e non sembra generare svantaggi particolari alla cellula; il 
recupero degli atomi di carbonio dal 2-fosfoglicolato (con 
la via discussa in seguito) richiede energia cellulare e rila- 
scia la CO; precedentemente fissata. 

Dato che la reazione con l’ossigeno è deleteria per l’or- 
ganismo, perché l’evoluzione della rubisco ha prodotto un 
sito attivo incapace di distinguere tra CO; e 0,2 Forse la 
spiegazione sta nel fatto che l'evoluzione è avvenuta cir- 
ca 2,5 miliardi di anni fa prima che la produzione di ossi- 
geno da parte degli organismi fotosintetici iniziasse a ren- 
dere l'atmosfera ricca di ossigeno. Prima di allora non esi- 
steva una pressione selettiva che inducesse la rubisco a di- 
scriminare tra CO; e O). Il valore della K,, per la CO; è di 
circa 9 pm e quello per l'ossigeno è di circa 350 um. Latmo- 
sfera attuale contiene circa il 20% di O; e solo lo 0,04% di 
CO,, quindi una soluzione acquosa in equilibrio con l’aria 
a temperatura ambiente contiene O; e CO; alle concentra- 
zioni, rispettivamente, di circa 250 pm e 11 pm, concentra- 
zioni che consentono una significativa “fissazione” dell'O, 
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Figura 20.20 Attività ossigenasica della rubisco. La rubisco 
promuove l'organicazione dell'O,, invece che della CO,, nel ribulosio 
1,5-bisfosfato. L'intermedio instabile che si forma si scinde in 
2-fosfoglicolato, che verrà riciclato come descritto nella Figura 20.21, 
e in 3-fosfoglicerato, che rientra nel ciclo di Calvin. 


da parte della rubisco e quindi una significativa perdita 
energetica. La dipendenza dalla temperatura della solubi- 
lità dell'O, e della CO; è tale che a temperature più eleva- 
te, il rapporto tra O; e CO; aumenta. L’affinità della rubisco 
per l'anidride carbonica, inoltre, diminuisce all’aumenta- 
re della temperatura, incrementando ulteriormente la ten- 
denza dell'enzima a catalizzare la dispendiosa reazione os- 
sigenasica. Inoltre nel momento in cui la CO; viene consu- 
mata dalle reazioni di organicazione, il rapporto tra O; e 
CO; nello spazio aereo di una foglia aumenta, favorendo 
ulteriormente la reazione ossigenasica. 


e  Ilrecuperodelfosfoglicolato è costoso 

La via del glicolato (Figura 20.21) comprende la conver- 
sione di due molecole di fosfoglicolato in una molecola di 
serina (tre atomi di carbonio) e in una molecola di CO». Nel 
cloroplasto, una fosfatasi converte il 2-fosfoglicolato in gli- 
colato, che viene esportato nei perossisomi. Qui, il glico- 
lato è ossidato dall’ossigeno molecolare e l’aldeide che ne 
risulta (gliossilato) viene transamminata a glicina. Come 
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Figura 20.21 La via del glicolato. La via di recupero del 
fosfoglicolato (ombreggiato in rosa) che si forma durante la 
fotorespirazione comporta la sua conversione in serina e in 
3-fosfoglicerato che coinvolge tre compartimenti cellulari. Il 
glicolato formato dalla defosforilazione del 2-fosfoglicolato nei 
cloroplasti viene ossidato a gliossilato e transamminato a glicina nei 
perossisomi. Nei mitocondri, due molecole di glicina condensano 
formando una molecola di serina e CO,, che viene rilasciata durante 
la fotorespirazione (ombreggiata in verde). Questa reazione è 
catalizzata dalla glicina decarbossilasi, un enzima presente in grandi 
quantità nei mitocondri delle piante C; (vedi il testo). La serina viene 
convertita in idrossipiruvato e quindi in glicerato nei perossisomi, e 
quest'ultimo ritorna poi nei cloroplasti dove, una volta fosforilato, 
rientra nel ciclo di Calvin. L'ossigeno è consumato durante la 
fotorespirazione in due tappe (ombreggiate in azzurro). 


prodotto collaterale dell’ossidazione del glicolato si forma 
perossido di idrogeno, che viene reso innocuo dalle peros- 
sidasi presenti nei perossisomi. La glicina passa dal peros- 
sisoma alla matrice mitocondriale, dove subisce una decar- 
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bossilazione ossidativa da parte del complesso della glicina 
decarbossilasi, un enzima simile per struttura e meccani- 
smo d’azione a due complessi mitocondriali che abbiamo 
già incontrato: il complesso della piruvato deidrogenasi e 
il complesso dell’a-chetoglutarato deidrogenasi (Capito- 
lo 16). Il complesso della glicina decarbossilasi ossida 
la glicina a CO; e NH3, con la concomitante riduzione del 
NAD* a NADH e il trasferimento dell’altro atomo di car- 
bonio al cofattore tetraidrofolato (Figura 20.22). L'unità 
monocarboniosa portata sul tetraidrofolato viene quin- 
di trasferita a una seconda molecola di glicina dalla seri- 
na idrossimetiltrasferasi, e si produce serina. La reazione 
complessiva catalizzata dal complesso della glicina decar- 
bossilasi e dalla serina idrossimetiltrasferasi è 


2 Glicina + NAD' + H,0 > 
serina + CO, + NH; + NADH + H* 


ast 
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La serina viene convertita in idrossipiruvato, glicerato e 
infine in 3-fosfoglicerato, che viene impiegato per rigene- 
rare il ribulosio 1,5-bisfosfato, completando il lungo e co- 
stoso ciclo (Figura 20.21). 

Durante i periodi di forte illuminazione solare, il flusso 
attraverso la via di recupero del glicolato può essere mol- 
to elevato, producendo una quantità di CO, cinque volte 
maggiore di quella prodotta da tutte le reazioni di ossida- 
zione del ciclo dell’acido citrico. Per generare un flusso co- 
sì intenso, i mitocondri contengono una grande quantità 
del complesso della glicina decarbossilasi: le quattro pro- 
teine del complesso rappresentano la metà di tutte le pro- 
teine presenti nella matrice mitocondriale delle foglie del- 
le piante di pisello e di spinacio. Nelle parti non fotosinte- 
tiche della pianta, come nei tuberi di patata, i mitocondri 
hanno una bassissima concentrazione del complesso della 
glicina decarbossilasi. 


H3N—C— C00- 
i 


Figura 20.22 Il sistema della glicina decarbossilasi. Nei 
mitocondri delle piante la glicina decarbossilasi è un complesso di 
quattro tipi di subunità, con una stechiometria P4H,7TsL;. La proteina 
H possiede un residuo di lipoato legato covalentemente, che può 
subire un'ossidazione reversibile. Nella tappa © si ha la formazione di 
una base di Schiff tra il piridossal fosfato (PLP) e la glicina, catalizzata 
dalla proteina P (che prende il nome dal suo legame col PLP). Nella 
tappa ®, la proteina P catalizza la decarbossilazione ossidativa della 
glicina, rilasciando CO;; il gruppo metilamminico restante è unito 

a uno dei gruppi —SH del lipoato ridotto. @ La proteina T (che 
utilizza il tetraidrofolato, H4F, come cofattore) ora rilascia NH; dalla 
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HoN- CHo_ S 
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I 
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H0 


N°,N!°-metilene H, folato 


metilammina e trasferisce il rimanente frammento a un solo atomo di 
carbonio al tetraidrofolato, producendo N°,N'°-metilentetraidrofolato. 
© La proteina L ossida a disolfuro i due gruppi —SH del lipoato, 
trasferendo elettroni attraverso il FAD al NAD* @, completando così 

il ciclo. L'N°,N'°-metilentetraidrofolato formato in questo processo 
viene utilizzato dalla serina idrossimetiltrasferasi per convertire una 
molecola di glicina in serina, rigenerando il tetraidrofolato che è 
indispensabile per la reazione catalizzata dalla proteina T. La subunità 
L della glicina decarbossilasi è identica alla diidrolipoil deidrogenasi 
(E3) della piruvato deidrogenasi e della a-chetoglutarato deidrogenasi 
(vedi la Figura 16.6). 
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I’attività combinata della rubisco ossigenasi e della via 
di recupero del glicolato consuma O; e produce CO, da 
qui il nome di fotorespirazione. Questa via è però meglio 
indicata come ciclo ossidativo fotosintetico del carbo- 
nio o ciclo C,, nomi che non suggeriscono una relazione 
con la respirazione nei mitocondri. A differenza della re- 
spirazione mitocondriale, la “fotorespirazione” non con- 
serva energia e può inibire la formazione della biomassa 
anche del 50%. Questo fenomeno ha determinato un adat- 
tamento evolutivo nel processo con cui le piante fissano il 
carbonio, in particolare in quelle che si sono evolute nei 
climi caldi. L’apparente inefficienza della rubisco e il suo 
effetto nel limitare la produzione di biomassa hanno sug- 
gerito di ingegnerizzare una rubisco “migliore”. Questo 
obiettivo, però, non è stato ancora raggiunto né tantome- 
no avvicinato (Box 20.1). 


e Nelle piante C,la fissazione della CO, e l'attività 

della rubisco sono fisicamente separate 
La maggior parte delle piante che vivono ai tropici, ma 
anche le piante native dei tropici e ora coltivate nelle zo- 
ne temperate come il granturco, la canna da zucchero e 
il sorgo, hanno sviluppato un meccanismo per superare 
il problema dei costi della fotorespirazione. La tappa di 
fissazione della CO; nel composto a tre atomi di carbonio 
3-fosfoglicerato viene preceduta da una serie di reazioni, 
una delle quali è una temporanea fissazione della CO; in 
un composto a quattro atomi di carbonio. Le piante che 
impiegano questo processo di assimilazione vengono det- 
te piante C, e il processo viene detto metabolismo C4 0 
via del C4. Le piante che usano il metodo di fissazione del 
carbonio descritto fin qui, in cui la prima tappa è la rea- 
zione della CO; con il ribulosio 1,5-bisfosfato per formare 
3-fosfoglicerato, sono invece chiamate piante C3. 

Le piante C4, che crescono in condizioni di illuminazio- 
ne intensa e a temperature elevate, hanno alcune caratte- 
ristiche rilevanti: alta velocità di fotosintesi, alta velocità 
di crescita, bassa velocità di fotorespirazione, limitate per- 
dite di acqua e una struttura specializzata delle foglie. La 
fotosintesi nelle foglie delle piante C, coinvolge due tipi di 
cellule: le cellule mesofilliche e le cellule della guaina del 
fascio vascolare (Figura 20.23a). Vi sono tre aspetti diver- 
si nel metabolismo delle piante C4. 

La via descritta in dettaglio dai biochimici Marshall 
Hatch e Roger Slack negli anni ’60 (Figura 20.23b) indica 
che, nelle piante tropicali o di origine tropicale, il primo 
intermedio che fissa la *CO; non è il 3-fosfoglicerato ma 
l’ossalacetato, composto a quattro atomi di carbonio. Que- 
sta reazione, che avviene nel citosol delle cellule mesofil- 


Figura 20.23 Organicazione della CO, nelle piante C4. La via del 
Ca, che coinvolge cellule mesofilliche e cellule della guaina del fascio 
vascolare, è predominante nelle piante di origine tropicale. 

(a) Fotografia al microscopio elettronico che mostra i cloroplasti di 
una cellula mesofillica (sopra) adiacente a una cellula della guaina del 
fascio vascolare (sotto); quest'ultima contiene granuli di amido. Nella 
fotografia sono anche evidenti i plasmodesmi che uniscono le due 
cellule. (b) La via C4 per l'organicazione della CO,, che comporta la 
formazione di un intermedio a quattro atomi di carbonio. 
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ganismi fotosintetici aumenterà la loro efficienza? 


L’ingegnerizzazione delle piante per renderle più effi- 
cienti nella conversione della luce del sole in biomassa è 
stata sollecitata da tre problemi pressanti: l’effetto serra, 
cioè il cambiamento climatico globale dovuto al continuo 
aumento della CO, atmosferica, la diminuzione della di- 
sponibilità di petrolio per la produzione di energia e il 
fabbisogno di cibo migliore e in maggiore quantità per 
una popolazione mondiale in continua crescita. 

La concentrazione di CO, nell'atmosfera terrestre è au- 
mentata costantemente negli ultimi 50 anni (Figura 1), 
a causa soprattutto dell’utilizzo di combustibili fossili per 
ottenere energia e dell’abbattimento e della combustione 
delle foreste tropicali per ottenere nuove aree da utiliz- 
zare per scopi agricoli. Man mano che la concentrazione 
di CO; atmosferica aumenta, l'atmosfera assorbe sempre 
più calore radiato dalla superficie terrestre e, a sua volta, 
ne reirradia un quantitativo sempre maggiore verso la su- 
perficie della Terra (ma anche in tutte le altre direzioni). 
La ritenzione del calore fa aumentare la temperatura a 
livello della superficie terrestre. Questo è l’effetto serra. 
Un modo per limitare l'aumento della CO; atmosferica 
sarebbe quello di ingegnerizzare le piante o i microor- 
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Figura 1 La concentrazione di CO, nell'atmosfera misurata al 
Mauna Loa Observatory delle Hawaii. | dati sono stati analizzati 
dal programma di ricerca “National Oceanic and Atmospheric 
Administration and the Scripps Institution of Oceanography CO, 
Program”. 


liche delle foglie, è catalizzata dalla fosfoenolpiruvato 
carbossilasi, il cui substrato è il HCO; e non la CO.. Los- 
salacetato formato nelle cellule mesofilliche viene ridotto 
a malato a spese del NADPH (come mostrato nella Figu- 
ra 20.23b) oppure viene convertito in aspartato mediante 
transamminazione: 


Ossalacetato + a-amminoacido + 
L-aspartato + a-chetoacido 


Il malato o l’aspartato formato nelle cellule mesofilliche 
viene poi trasferito nelle cellule della guaina del fascio va- 
scolare in contatto attraverso i plasmodesmi, speciali ca- 


ganismi in modo da conferire loro maggiori capacità di 
sequestrare (e fissare) la CO;. 

Il quantitativo stimato di carbonio totale presente in tutti 
i sistemi terrestri (atmosfera, suolo e biomassa) è pari a 
circa 3200 miliardi di tonnellate. Latmosfera contiene 
altri 760 miliardi di tonnellate di CO;. 

Il flusso del carbonio attraverso queste riserve terrestri 
(Figura 2) è in gran parte dovuto alle attività fotosinte- 
tiche delle piante e alle attività degradative dei micror- 
ganismi. Le piante fissano ogni anno circa 123 miliardi 
di tonnellate di carbonio, per poi rilasciarne immedia- 
tamente circa la metà nell’atmosfera con la loro respira- 
zione. La maggior parte di ciò che rimane viene rilasciata 
gradualmente nell’atmosfera grazie all’azione dei mi- 
crorganismi sulle piante morte e la biomassa rimane così 
sequestrata nelle piante a fusto legnoso e negli alberi per 
decine o centinaia di anni. Il flusso di carbonio causato 
dall’uomo, vale a dire la quantità di CO, rilasciata nell’at- 
mosfera dalle attività dell’uomo, è pari a 9 miliardi di 
tonnellate all'anno, molto piccola se paragonata alla bio- 
massa totale ma sufficiente per sovvertire l'equilibrio na- 
turale generando un aumento della CO, nell’atmosfera. 
È stato stimato che le foreste del Nord America sono in 
grado di sequestrare 0,7 miliardi di tonnellate di CO; 
all’anno, quantità che rappresenta circa un decimo della 
produzione annuale globale di CO; proveniente dall’uso 
dei combustibili fossili. La preservazione e il reinfolti- 
mento delle foreste costituiscono quindi vie efficaci per 
limitare il flusso di ritorno della CO, all'atmosfera. 

Un secondo approccio per limitare l'aumento della 
CO; atmosferica, che va incontro anche alla necessità 
di sostituire i combustibili fossili in esaurimento, con- 
siste nell’utilizzo di biomasse rinnovabili come fonte di 
etanolo da utilizzare al posto di combustibili fossili nei 
motori a combustione interna. Ciò riduce il movimento 
unidirezionale del carbonio che va dai combustibili fossili 
al pool atmosferico di CO;, sostituendolo con un flusso 
ciclico della CO, che andrebbe dall’etanolo alla CO, e da 
questa di nuovo indietro alla formazione della biomassa. 
Quando il mais, il grano o il panico verga vengono fer- 
mentati in etanolo per essere utilizzati come combusti- 
bile, ogni aumento nella produzione di biomassa indotto 
da una fotosintesi più efficiente dovrebbe tradursi in un 


nali rivestiti da proteine, che collegano due cellule della 
pianta e costituiscono una via per il passaggio da una cel- 
lula all’altra di metaboliti e anche di piccole proteine. Nelle 
cellule della guaina del fascio vascolare, il malato viene os- 
sidato e decarbossilato a piruvato e CO; dall’azione dell’en- 
zima malico, riducendo il NADP* a NADPH. Nelle pian- 
te che utilizzano l’aspartato come trasportatore della CO;, 
l’aspartato che arriva nelle cellule della guaina del fascio 
vascolare viene prima deamminato a ossalacetato e poi ri- 
dotto a malato e la CO, viene rilasciata dall’enzima malico 
o dalla PEP carbossichinasi. Come è stato dimostrato da- 
gli esperimenti di marcatura, la CO; formata nelle cellu- 


© 978-88-08-26148-9 


Afflusso netto 
di origine umana 


«@ 


Atmosfera 
760 


Fotosintesi 
123 Respirazione 
della piante 


60 


Biomassa 


vegetale 
560 


Biomassa di origine 
microbica 
110 


Figura 2 Il ciclo terrestre del carbonio. Le quantità di carbonio 
immagazzinate (nei riquadri) sono espresse in miliardi di 
tonnellate, mentre i flussi (frecce) sono mostrati in miliardi di 


tonnellate per anno. La biomassa animale, essendo inferiore a 0,5 
migliaia di tonnellate, è ininfluente. 


corrispondente decremento dell’utilizzo dei combustibili 
fossili. 

Infine, l’ingegnerizzazione dell'agricoltura alimentare, 
per ottenere maggiori quantità di cibo per ettaro di terra 
coltivata, potrebbe migliorare lo stato di nutrizione degli 
esseri umani in tutto il pianeta. 

In linea di principio, si potrebbero raggiungere tutti que- 
sti obiettivi sviluppando una rubisco che non catalizzi la 
reazione dispendiosa con l’O;, oppure aumentando il suo 
numero di turnover e il livello degli altri enzimi della via 
di fissazione del carbonio, compresa la stessa rubisco. 
Abbiamo visto che la rubisco è un enzima insolitamente 
inefficiente con un numero di turnover pari a 3 sl a 
25 °C, quando la maggior parte degli enzimi ha numeri 
di turnover più elevati di diversi ordini di grandezza. La 
rubisco catalizza anche la reazione con l'ossigeno che 
riduce ulteriormente la sua efficienza nella fissazione 
della CO; e nella produzione di biomassa. Se la rubisco 
potesse essere geneticamente ingegnerizzata per aumen- 
tare il suo numero di turnover o per conferirle maggiore 


le della guaina del fascio vascolare è la stessa molecola di 
CO; che in origine era legata all’ossalacetato nelle cellule 
mesofilliche. Nelle cellule della guaina del fascio vascolare 
la CO; che deriva dalla decarbossilazione del malato viene 
di nuovo fissata, questa volta dalla rubisco, con lo stesso 
meccanismo utilizzato dalle piante C:, cioè incorporando 
la CO; come atomo C-1 del 3-fosfoglicerato. 

Il piruvato formato dalla decarbossilazione del malato 
nelle cellule della guaina del fascio vascolare viene trasfe- 
rito alle cellule mesofilliche, dove viene convertito in PEP 
da una reazione piuttosto insolita, catalizzata dall’enzima 
piruvato fosfato dichinasi (Figura 20.23b). Questo enzi- 
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selettività, e quindi un’affinità per la CO; più elevata 
rispetto a quella per l’O;, si potrebbe ottenere una mag- 
gior produzione di biomassa per via fotosintetica e quindi 
una maggiore fissazione di CO, che verrebbe sequestrata 
dall’atmosfera, insieme a una maggiore disponibilità di 
combustibili non di tipo fossile e al miglioramento della 
qualità della nutrizione? 

Nel Capitolo 15 abbiamo messo in evidenza come se- 
condo la trattazione tradizionale le vie metaboliche ab- 
biano una tappa più lenta e quindi limitante del flusso di 
materiale attraverso la via. Tuttavia, gli sforzi enormi per 
ingegnerizzare cellule o interi organismi hanno spesso 
conseguito risultati scoraggianti. L'ingegnerizzazione 
degli organismi per produrre una quantità maggiore 
dell’enzima “limitante” di una data via metabolica ha 
portato spesso a determinare solamente un piccolo, se 
non nessun, cambiamento nel flusso attraverso la via 
in questione. Il ciclo di Calvin è un ottimo esempio di 
ciò. L’aver aumentato, grazie all’utilizzo dell’ingegneria 
genetica, la quantità di rubisco nelle cellule delle piante 
non ha portato alcun effetto, se non molto piccolo, 
sulla velocità di conversione della CO; in carboidrati. 
Analogamente, anche le variazioni nei livelli degli enzimi 
noti per essere regolati dalla luce e che quindi possono 
avere ruoli fondamentali nella regolazione della via (la 
fruttosio 1,6-bisfosfatasi, la 3-fosfoglicerato chinasi e la 
gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi) non hanno portato 
che piccoli miglioramenti, se non addirittura nulli, nella 
velocità fotosintetica. Tuttavia le variazioni dei livelli di 
sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi, non ritenuta un enzima 
regolatorio, hanno avuto un impatto notevole sulla foto- 
sintesi. L'analisi del controllo metabolico (Sezione 15.2) 
suggerisce che questo risultato non giunge inaspettato. 
Negli organismi viventi, infatti, poiché ogni variazione 
in una tappa determina cambiamenti compensatori in 
altre tappe, le vie metaboliche possono essere limitate da 
più di una delle loro tappe. La determinazione accurata 
del coefficiente di controllo del flusso (vedi il Box 15.1) 
aiuta a identificare con esattezza quali enzimi all’interno 
di una via possano essere bersaglio dell'ingegneria ge- 
netica. Chiaramente, gli ingegneri genetici e gli analisti 
del controllo metabolico dovranno lavorare insieme su 
questo tipo di problemi. 


ma viene definito una dichinasi in quanto una molecola di 
ATP fosforila contemporaneamente due molecole diverse: 
il piruvato che diventa PEP e il P; che diventa PP;. Il piro- 
fosfato viene in seguito idrolizzato e di conseguenza ven- 
gono spesi due legami ad alta energia per fosforilare il pi- 
ruvato nella rigenerazione del PEP Il PEP è quindi di nuo- 
vo pronto ad accettare un’altra molecola di CO; nelle cel- 
lule mesofilliche. 

La PEP carbossilasi delle cellule mesofilliche ha un’af- 
finità elevata per lo ione bicarbonato (HCO; è favorito ri- 
spetto alla CO; in soluzione acquosa) e può fissare la CO; 
molto più efficacemente della rubisco. Diversamente dal- 
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la rubisco, la PEP decarbossilasi non utilizza ossigeno co- 
me substrato alternativo e quindi non vi è competizione tra 
CO; e O; nel sito attivo dell'enzima. Questa reazione serve 
a fissare e a concentrare la CO; sotto forma di malato. Il ri- 
lascio di CO; dal malato nelle cellule della guaina del fascio 
vascolare produce una concentrazione locale di CO, suffi- 
cientemente elevata da consentire alla rubisco di funziona- 
re al massimo della potenzialità e di ridurre al minimo l’at- 
tività ossigenasica dell’enzima. 

Una volta che la CO; è fissata sotto forma di 3-fosfogli- 
cerato nelle cellule della guaina, tutte le altre reazioni del 
ciclo di Calvin avvengono come abbiamo visto in preceden- 
za. Quindi nelle piante C4 le cellule mesofilliche utilizza- 
no la via del C, per la fissazione della CO;, ma l’amido e il 
saccarosio sono prodotti attraverso la via del C; nelle cel- 
lule della guaina del fascio vascolare. 

Tre enzimi della via del C4 sono regolati dalla luce, di- 
venendo più attivi alla luce del giorno. La malato deidro- 
genasi è attivata dal meccanismo di riduzione dipendente 
dalla tioredossina mostrato nella Figura 20.19; la PEP de- 
carbossilasi viene attivata dalla fosforilazione di un resi- 
duo di Ser e la piruvato fosfato dichinasi viene attivata per 
defosforilazione. Negli ultimi due casi non è ancora cono- 
sciuto il meccanismo con cui la luce induce la fosforilazio- 
ne o la defosforilazione. 

Il processo di fissazione della CO; nelle piante C4 ha un 
costo energetico superiore a quello delle piante C3. Per ogni 
molecola di CO, fissata nella via del C4 bisogna rigenerare 
una molecola di PEP a spese di due legami ad alta energia 
dell'ATP Le piante C4 consumano un totale di cinque mo- 
lecole di ATP per fissare una molecola di CO;, mentre le 
piante C; ne consumano soltanto tre (nove per ogni trio- 
sio fosfato). Quando la temperatura aumenta (e l'affinità 
della rubisco per la CO; diminuisce, come abbiamo osser- 
vato in precedenza) si arriva a un punto tra i 28 e i 30 °C 
in cui il guadagno in efficienza ottenuto dall’eliminazione 
della fotorespirazione nelle piante C4 compensa il maggior 
costo energetico. Le piante C4 (come per esempio alcune 
specie infestanti di sanguinella) in estate crescono più ra- 
pidamente delle piante C3, come tutti i giardinieri posso- 
no confermare. 


e Nelle piante CAM la cattura di CO, e l’azione della rubisco 
sono separate nel tempo 

Nelle piante succulente come il cactus e l’ananas, origina- 
rie di ambienti molto caldi e asciutti, esiste un’altra varian- 
te del processo di fissazione fotosintetica della CO,, che ri- 
duce la perdita di vapore acqueo attraverso i pori (stomi), 
le stesse strutture che consentono l’ingresso di CO; e O, 
nei tessuti fogliari. Invece di separare nello spazio la cat- 
tura della CO; dalla sua fissazione da parte della rubisco 
(come fanno le piante C4), esse separano questi due even- 
ti nel tempo. Durante la notte, quando l’aria è più fredda e 
umida, gli stomi si aprono per consentire l’ingresso di CO, 
che viene fissata in ossalacetato dalla PEP carbossilasi. Los- 
salacetato è ridotto a malato e immagazzinato in vacuoli, 
per proteggere gli enzimi del citosol e dei plastidi dal pH 
basso generato dalla dissociazione dell'acido malico. Du- 
rante il giorno gli stomi si chiudono, evitando la perdita di 
acqua che si produrrebbe a causa delle alte temperature; 
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la CO; fissata nel malato durante la notte viene ora rila- 
sciata dall’attività dell'enzima malico NADP-dipendente. 
Questa CO, viene fissata dalla rubisco e dagli enzimi del 
ciclo di Calvin. Poiché questo metodo di fissazione della 
CO, venne scoperto nelle piante da fiore perenni della fa- 
miglia delle Crassulaceae, è stato chiamato Crassulacean 
Acid Metabolism e le piante sono chiamate piante CAM. 


SOMMARIO 20.2 
La fotorespirazione e le vie C, e CAM 

e Quando la rubisco utilizza come substrato O; invece 
della CO), il 2-fosfoglicolato che si forma viene elimi- 
nato in una via dipendente dall’ossigeno. Si ha così un 
aumento del consumo dell’O;, detto fotorespirazione 
o, più correttamente, ciclo ossidativo fotosintetico del 
carbonio o ciclo Co. Il 2-fosfoglicolato viene convertito 
in gliossilato, in glicina e infine in serina in una via che 
coinvolge gli enzimi nello stroma dei cloroplasti, dei 
perossisomi e dei mitocondri. 

e Nelle piante C,, la via di fissazione del carbonio rende 
minima la fotorespirazione: la CO; prima è fissata 
nelle cellule mesofilliche sotto forma di composto 
a quattro atomi di carbonio, che passa nelle cellule 
della guaina del fascio vascolare e rilascia CO; ad alta 
concentrazione. La CO, viene fissata dalla rubisco e le 
restanti reazioni del ciclo di Calvin avvengono come 
nelle piante C3. 

e Nelle piante CAM, la CO; viene fissata in malato du- 
rante la notte e conservata nei vacuoli fino alla com- 
parsa della luce diurna. Gli stomi si chiudono (renden- 
do minima la perdita di acqua) e il malato diventa una 
fonte di CO; per la rubisco. 


Biosintesi dell’amido e del saccarosio 


Durante l’attività fotosintetica alla luce intensa, le foglie 
producono più carboidrati (sotto forma di triosi fosfato) 
di quanto necessario per produrre energia o per sintetiz- 
zare precursori biosintetici. 

Leccesso di carboidrati viene convertito in saccarosio 
e trasferito in altre parti della pianta, dove viene utilizzato 
come combustibile oppure conservato. Nella maggior par- 
te delle piante l’amido rappresenta la principale forma di 
immagazzinamento, ma in alcune, come la barbabietola 
da zucchero e la canna da zucchero, è il saccarosio la for- 
ma primaria di immagazzinamento. La sintesi di saccaro- 
sio e amido avviene in compartimenti cellulari differenti 
(rispettivamente il citosol e i plastidi) e questi processi so- 
no coordinati da vari meccanismi di regolazione sensibi- 
li all'intensità luminosa e alla velocità della fotosintesi. La 
sintesi del saccarosio e dell’amido, oltre che per la pianta, 
è molto importante anche per gli esseri umani: in tutto il 
mondo l’amido fornisce oltre l'80% delle calorie ingerite 
con l'alimentazione. 


e L'ADP-glucosio è il substrato per la sintesi dell’amido 

nelle piante e per la sintesi del glicogeno nei batteri 
Famido, come il glicogeno, è un polimero con una massa 
molecolare molto elevata, formato da residui di p-glucosio 
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uniti con legami (a1- 4). Esso viene sintetizzato nei clo- 
roplasti per un immagazzinamento a breve termine, come 
uno dei prodotti terminali stabili della fotosintesi, mentre 
per un immagazzinamento a lungo termine viene sintetiz- 
zato negli amiloplasti delle parti non fotosintetiche delle 
piante, come i semi, le radici e i tuberi (fusti sotterranei). 

Il meccanismo di attivazione del glucosio per la sinte- 
si dell’amido è simile a quello per la sintesi del glicogeno. 
Dalla condensazione del glucosio 1-fosfato con ’ATP in 
una reazione che viene resa irreversibile grazie alla pre- 
senza nei plastidi dell’enzima pirofosfatasi inorganica (Fi- 
gura 15.31), si forma uno zucchero attivato legato a un 
nucleotide (in questo caso ’ADP-glucosio). amido sin- 
tasi trasferisce poi i residui di glucosio dall’ADP-glucosio al- 
le molecole di amido preesistenti. Le unità di glucosio so- 
no aggiunte quasi certamente alle estremità non riducenti 
dell’amido, come avviene nella sintesi del glicogeno (vedi 
la Figura 15.32). 

Lamilosio, un componente dell’amido, non è ramifi- 
cato, mentre l’amilopectina, l’altro componente, possiede 
numerosi legami (a1— 6) da cui partono le ramificazioni, 
anche se in numero minore rispetto a quelle del glicogeno 
(vedi la Figura 713). I cloroplasti contengono un enzima 
ramificante simile a quello coinvolto nella sintesi del gli- 
cogeno (vedi la Figura 15.33); anch’esso introduce rami- 
ficazioni (a1- 6) nella molecola dell’amilopectina. Con 
l’idrolisi da parte della pirofosfatasi inorganica del piro- 
fosfato che si forma durante la sintesi dell’ADP-glucosio, 
la reazione complessiva della sintesi dell’amido a partire 
da glucosio 1-fosfato è: 


Amido, + glucosio 1-fosfato + ATP > 
amido, +1 +ADP+ 2 P; 
AG'° = —50 kJ/mole 


La sintesi dell’amido è regolata a livello della formazio- 
ne dell’ADP-glucosio, come vedremo più avanti in que- 
sto capitolo. 

Molti tipi di batteri conservano i carboidrati sotto for- 
ma di glicogeno (essenzialmente un amido più ramificato) 
che sintetizzano in una reazione analoga a quella catalizza- 
ta dalla glicogeno sintasi negli animali. I batteri utilizzano 
però ADP-glucosio invece di UDP-glucosio come forma at- 
tiva di glucosio. La somiglianza tra il metabolismo dei bat- 
teri e quello dei plastidi è in accordo con l’ipotesi endosim- 
biotica sull’origine degli organelli (pagina 37). 


e L'UDP-glucosio è il substrato perla sintesi del saccarosio 
nel citosol delle cellule vegetali 

La maggior parte dei triosi fosfato che si formano nelle 
piante nel processo di fissazione della CO, viene converti- 
ta in saccarosio (Figura 20.24) o in amido. Il saccarosio può 
essere stato selezionato durante l’evoluzione come forma 
di trasporto degli atomi di carbonio per il fatto che l’inso- 
lito legame che unisce l'atomo anomerico C-1 del glucosio 
e l'atomo anomerico C-2 del fruttosio non viene idrolizza- 
to dalle amilasi o dagli altri enzimi comuni che scindono 
i legami glicosidici dei carboidrati; inoltre la mancanza di 
atomi di carbonio anomerici nella molecola impedisce al 
saccarosio di reagire non enzimaticamente (come accade 
per il glucosio) con amminoacidi e proteine. 
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Figura 20.24 Sintesi del saccarosio. Il saccarosio viene 
sintetizzato dal glucosio attivato (UDP-glucosio) e dal fruttosio 
6-fosfato, che si formano dai triosi fosfato nel citosol delle cellule delle 
piante, mediante una via identica a quella mostrata nelle Figure 15,31 
e 20.9. Nella maggior parte delle piante la saccarosio 6-fosfato sintasi 
viene regolata allostericamente dal glucosio 6-fosfato e dal P.. 


Il saccarosio viene sintetizzato nel citosol e il proces- 
so inizia dal diidrossiacetone fosfato e dalla gliceraldeide 
3-fosfato esportati dai cloroplasti. Dopo la loro condensazio- 
ne a fruttosio 1,6-bisfosfato (operata dall’aldolasi), l’idro- 
lisi di quest’ultimo da parte della fruttosio 1,6-bisfosfatasi 
produce fruttosio 6-fosfato. La saccarosio 6-fosfato sin- 
tasi catalizza la reazione del fruttosio 6-fosfato con UDP- 
glucosio, formando saccarosio 6-fosfato (Figura 20.24). 
Infine, la saccarosio 6-fosfato fosfatasi stacca il gruppo 
fosfato liberando il saccarosio, che può essere esportato 
dalla cellula che lo ha prodotto ad altri tessuti della pian- 
ta. La reazione catalizzata dalla saccarosio 6-fosfato sintasi 
è un processo a bassa energia (AG'° = —5,7 kJ/mole), ma 
l’idrolisi del saccarosio 6-fosfato a saccarosio è sufficiente- 
mente esoergonica (AG’° = —16,5 kJ/mole) da rendere so- 
stanzialmente irreversibile la sintesi del saccarosio. Come 
vedremo, il processo di sintesi del saccarosio è regolato e 
strettamente coordinato alla sintesi dell’amido. 

Una differenza importante tra le cellule delle piante 
e quelle degli animali è l'assenza nel citosol delle piante 
dell'enzima pirofosfatasi inorganica, che catalizza la rea- 
zione 


PP; + H,0 id Pi; AG'° = —192 kJ/mole 
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L’attività della pirofosfatasi fa diventare molti processi 
che liberano PP; energeticamente più favorevoli e tende a 
rendere queste reazioni irreversibili. Nelle piante, l’enzi- 
ma è presente nei plastidi, ma è assente nel citosol; da ciò 
deriva che il citosol delle cellule delle foglie contiene una 
concentrazione di PP; (circa 0,3 mm) sufficiente per rende- 
re facilmente reversibili le reazioni come quella catalizzata 
dall’UDP-glucosio pirofosforilasi (vedi la Figura 15.31). Si 
ricordi dal Capitolo 14 (pagina 556) che l’isozima citoso- 
lico della fosfofruttochinasi nelle piante utilizza PP; e non 
ATP come donatore del gruppo fosforico. 


e La conversione deitriosi fosfato in saccarosio e amido 

è strettamente regolata 
I triosi fosfato prodotti dal ciclo di Calvin alla luce sola- 
re possono essere temporaneamente conservati nei clo- 
roplasti sotto forma di amido, convertiti in saccarosio ed 
esportati alle parti non fotosintetiche della pianta, oppu- 
re possono andare incontro a entrambi i processi. Il bilan- 
ciamento tra questi due processi è strettamente control- 
lato ed entrambi devono essere coordinati con la velocità 
di fissazione della CO». Cinque delle sei molecole di triosio 
fosfato prodotte dal ciclo di Calvin sono necessarie per la 
rigenerazione del ribulosio 1,5-bisfosfato (Figura 20.14); se 
più di una molecola di triosio fosfato fuoriuscisse dal ciclo 
per la sintesi di amido o saccarosio, il ciclo verrebbe note- 
volmente rallentato o addirittura interrotto. Se invece la 
conversione di triosio fosfato in amido o saccarosio fosse 
insufficiente, la quantità di P; resa disponibile sarebbe trop- 
po bassa per un buon funzionamento del ciclo di Calvin. 

La fruttosio 1,6-bisfosfatasi (FBPasi-1) e l’enzima che 
catalizza la reazione opposta, la fosfofruttochinasi PP; 
dipendente (PP-PFK-1; vedi pagina 566) controllano il 
flusso dei triosi fosfato nella sintesi di saccarosio e quin- 
di rappresentano punti cruciali nella regolazione del de- 
stino di queste molecole prodotte dalla fotosintesi. En- 
trambi questi enzimi sono regolati dal fruttosio 2,6-bi- 
sfosfato (F26BP), che inibisce la FBPasi-1 e stimola la 
PP-PFK-1. Nelle piante vascolari la concentrazione di frut- 
tosio 2,6-bisfosfato è inversamente proporzionale alla ve- 
locità del processo fotosintetico (Figura 20.25). La fosfo- 
fruttochinasi-2, che sintetizza l F26BP, è inibita dal dii- 
drossiacetone fosfato o dal fosfoglicerato, mentre è stimo- 
lata dal fruttosio 6-fosfato e dal fosfato inorganico. Du- 
rante una fotosintesi attiva, il diidrossiacetone viene pro- 
dotto mentre viene consumato P;; la PFK-2 è così inibita e 
la concentrazione di F26BP si abbassa. La fosfofruttochi- 
nasi-2 favorisce un maggior flusso di triosi fosfato verso 
la formazione di fruttosio 6-fosfato e la sintesi di sacca- 
rosio. Con questo sistema di regolazione la sintesi di sac- 
carosio avviene solo quando il livello di triosi fosfato pro- 
dotti dal ciclo di Calvin supera le quantità necessarie al 
mantenimento della funzionalità del ciclo. 

La sintesi del saccarosio è regolata anche a livello della 
saccarosio 6-fosfato sintasi, che viene attivata allosterica- 
mente dal glucosio 6-fosfato e inibita dal P;. Questo enzima 
viene ulteriormente regolato dalla fosforilazione e defosfo- 
rilazione; una proteina chinasi fosforila l'enzima su uno 
specifico residuo di Ser, rendendolo meno attivo, e una 
fosfatasi inverte questa inattivazione rimuovendo il grup- 
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Figura 20.25 Il fruttosio 2,6-bisfosfato regola la sintesi di 
saccarosio. La concentrazione del regolatore allosterico fruttosio 
2,6-bisfosfato nelle piante è controllata dai prodotti della fissazione 
fotosintetica del carbonio e dal P;. Il diidrossiacetone fosfato e il 
3-fosfoglicerato prodotti dalla fissazione della CO, inibiscono la 
fosfofruttochinasi-2 (PFK-2), l'enzima che sintetizza il regolatore; il P; 
stimola lo stesso enzima. La concentrazione del regolatore è quindi 
inversamente proporzionale alla velocità della fotosintesi. AI buio 
la concentrazione del fruttosio 2,6-bisfosfato aumenta e stimola 
l'attività dell'enzima glicolitico fosfofruttochinasi-1 PP;-dipendente 
(PP-PFK-1) e inibisce quella della fruttosio 1,6-bisfosfatasi (FBPasi-1). 
Quando la fotosintesi è attiva (alla luce), la concentrazione del 
regolatore diminuisce e viene favorita la sintesi del fruttosio 6-fosfato 
e del saccarosio. 


po fosfato (Figura 20.26). Einibizione della chinasi a opera 
del glucosio 6-fosfato e l’inibizione della fosfatasi da par- 
te del fosfato inorganico rafforzano l’effetto di questi due 
composti sulla sintesi del saccarosio. Quando vi è abbon- 
danza di esosi fosfato, la saccarosio 6-fosfato sintasi viene 
attivata dal glucosio 6-fosfato; quando i livelli di P; sono 
alti (come quando la fotosintesi è lenta), la velocità della 
sintesi di saccarosio diminuisce. Quando la fotosintesi è 
attiva, i triosi fosfato sono convertiti in fruttosio 6-fosfato, 
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Figura 20.26 Regolazione per fosforilazione della saccarosio 
fosfato sintasi. Una proteina chinasi (SPS chinasi) specifica per la 
saccarosio fosfato sintasi (SPS) fosforila un residuo di Ser della SPS, 
inattivandola; una specifica fosfatasi (SPS fosfatasi) rimuove l'inibizione. 
La chinasi viene inibita allostericamente dal glucosio 6-fosfato, che 
al tempo stesso attiva allostericamente la SPS. La fosfatasi è inibita 
dal P;, che inibisce direttamente anche la SPS. Perciò, nel momento 
in cui l'attività della fotosintesi determina un'elevata concentrazione 
di glucosio 6-fosfato, la SPS è attiva e produce saccarosio fosfato. 
Un'elevata concentrazione di P;, che si ha quando la conversione 
fotosintetica di ADP in ATP rallenta, inibisce la sintesi di saccarosio 
fosfato. 


che è rapidamente portato all’equilibrio con il glucosio 
6-fosfato dalla fosfoesosio isomerasi. Poiché l'equilibrio 
rimane molto spostato verso il glucosio 6-fosfato, appe- 
na si accumula il fruttosio 6-fosfato il livello di glucosio 
6-fosfato aumenta e viene stimolata la sintesi di saccarosio. 

L’enzima regolatore chiave nella sintesi dell’amido è 
l’ADP-glucosio pirofosforilasi (Figura 20.27) che viene 
attivata dal 3-fosfoglicerato (che si accumula durante l’at- 
tività fotosintetica) e inibita dal fosfato inorganico (che si 
accumula quando rallenta la condensazione guidata dal- 
la luce di ADP e P;). Quando la sintesi di saccarosio dimi- 
nuisce, il 3-fosfoglicerato formato dalla fissazione della 
CO; si accumula, attivando questo enzima e stimolando 
la sintesi di amido. 


SOMMARIO 20.3 
Biosintesi dell’amido e del saccarosio 

e Nei cloroplasti e negli amiloplasti, l’amido sintasi ca- 
talizza l'aggiunta di un singolo residuo di glucosio, do- 
nato dall’ADP-glucosio, probabilmente all'estremità 
riducente di una molecola di amido. Nell’amilopecti- 
na le ramificazioni sono introdotte da un secondo en- 
zima. 

e Il saccarosio viene sintetizzato nel citosol a partire 
dall’UDP-glucosio e dal fruttosio 6-fosfato, in un proces- 
so a due tappe. 
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Figura 20.27 Regolazione dell’ADP-glucosio fosforilasi da 
parte del 3-fosfoglicerato e del P;. Questo enzima, che produce il 
precursore per la sintesi dell'amido, regola la velocità di produzione 
dell'amido. L'enzima è stimolato allostericamente dal 3-fosfoglicerato 
(3-PGA) e inibito dal P;; in effetti, il rapporto [3-PGA] / [P;], che cresce 
con l'aumentare della velocità di fotosintesi, controlla in questa tappa 
la sintesi di amido. 


3-Fosfoglicerato 


so ===7 


ADP-glucosio + PP; 


ADP-glucosio 
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e La suddivisione dei triosi fosfato tra la sintesi di sac- 
carosio e quella di amido viene regolata dal fruttosio 
2,6-bisfosfato (F26BP), un effettore allosterico degli 
enzimi che determinano il livello di fruttosio 6-fosfa- 
to. La concentrazione del F26BP è inversamente pro- 
porzionale alla velocità della fotosintesi e il fruttosio 
2,6-bisfosfato inibisce la sintesi del fruttosio 6-fosfato, 
il precursore del saccarosio. 


Sintesi dei polisaccaridi della parete 
cellulare: cellulosa delle piante 
e peptidoglicani dei batteri 


La cellulosa è il principale costituente delle pareti delle 
cellule delle piante, strutture che conferiscono forza e ri- 
gidità, impedendo il rigonfiamento e la rottura della mem- 
brana plasmatica che si verificherebbero quando le condi- 
zioni osmotiche favoriscono l’entrata di acqua nella cellu- 
la. Ogni anno nel mondo le piante sintetizzano più di 10!! 
tonnellate di cellulosa, che diventa così uno dei composti 
più abbondanti della biosfera. La struttura della cellulosa 
è semplice: polimeri lineari di migliaia di unità di p-gluco- 
sio unite da legami (B1—4), raggruppati in fasci di circa 
36 catene che a loro volta si aggregano tra loro formando 
una microfibrilla (Figura 20.28). 

La biosintesi della cellulosa è stata meno studiata di 
quella del glicogeno e dell’amido. Essendo uno dei com- 
ponenti più importanti della parete cellulare delle pian- 
te, la cellulosa deve essere sintetizzata da precursori in- 
tracellulari, poi depositata e organizzata all’esterno del- 
la membrana plasmatica. Il meccanismo dell'inizio del- 
la sintesi, dell’allungamento e del trasporto della cellulo- 
sa all’esterno della cellula è più complicato della sintesi 
del glicogeno o dell’amido (che non vengono esportati). 
I batteri si trovano di fronte a un problema simile quan- 
do sintetizzano i polisaccaridi complessi che compongo- 
no la parete batterica, e infatti impiegano meccanismi si- 
mili per risolverlo. 
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Figura 20.28 Struttura della cellulosa. La parete delle cellule 
vegetali è costituita in parte da molecole di cellulosa che si 
dispongono fianco a fianco formando una struttura paracristallina, le 
microfibrille di cellulosa. Molte microfibrille si combinano generando 
fibre di cellulosa visibili al microscopio elettronico a scansione come 
strutture allungate del diametro di 5-12 nm, adagiate sulla superficie 
cellulare, in diversi strati riconoscibili per il diverso orientamento 
delle fibre. 
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e Lacellulosa viene sintetizzata da strutture 

sopramolecolari nella membrana plasmatica 
Il complesso meccanismo enzimatico che organizza le cate- 
ne di cellulosa sporge al di fuori della membrana plasmati- 
ca, con una parte disposta in modo tale da legare il substra- 
to, ’UDP-glucosio, nel citosol, e una parte che si estende 
all’esterno, responsabile dell’allungamento e della cristal- 
lizzazione delle molecole di cellulosa nello spazio extracel- 
lulare. Immagini ottenute al microscopio elettronico con 
tecniche di criosezionamento (freeze-fracture) mostrano 
che questi complessi terminali, chiamati anche rosette, 
sono costituiti da sei grosse particelle organizzate in for- 
ma di esagoni regolari del diametro di circa 30 nm (Figura 
20.29). I complessi terminali sono formati da molte protei- 
ne, compresa la sub-unità catalitica della cellulosa sinta- 
si. Gran parte delle nostre conoscenze sulla sintesi della 
cellulosa deriva da studi genetici e molecolari della pian- 
ta Arabidopsis thaliana, il cui genoma è stato sequenziato 
ed è molto adatto per gli studi genetici. Sono stati clona- 
ti i geni appartenenti alla famiglia degli enzimi coinvolti 
nella sintesi della cellulosa. Essi codificano proteine con 
otto segmenti transmembrana e con un dominio centrale 
sul lato citosolico della membrana plasmatica, che contie- 
ne sequenze tipiche delle glicosiltrasferasi (Figura 20.29). 

In un modello della sintesi della cellulosa, le catene di 
cellulosa cominciano a essere sintetizzate sotto forma di 
un intermedio legato a un lipide, un meccanismo che non 
si riscontra nella sintesi dell’amido e del glicogeno. Come 
è mostrato nella tappa © della Figura 20.29, il glucosio 
viene trasferito a un lipide di membrana, probabilmente 
il sitosterolo, uno sterolo specifico delle piante, sulla fac- 
cia interna della membrana plasmatica. Qui la cellulosa 
sintasi aggiunge altri residui di glucosio uniti con un lega- 


A à 6 Catene parallele 
4 di cellulosa cristallizzano 
per formare la fibrilla. 


Ciascuna cellulosa sintasi 
di una rosetta sintetizza 
una lunga catena di 
cellulosa all’esterno della 


membrana plasmatica. : ° ; 
P Monomero di cellulosa sintasi 
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Figura 20.29 Un modello della sintesi della cellulosa nelle 
piante vascolari. Il modello è stato sviluppato sulla base dei risultati 
di studi genetici e biochimici condotti su Arabidopsis thaliana e su 
piante vascolari. 
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me (B1—4) formando una corta catena oligosaccaridica 
legata al sitosterolo (sitosterolo-destrina). In seguito l’in- 
tera sitosterolo-destrina si sposta sulla faccia esterna del- 
la membrana plasmatica dove si associa a un’altra forma 
di cellulosa sintasi. 

LUDP-glucosio utilizzato per la sintesi della cellulosa 
(tappa ©) deriva dal saccarosio prodotto durante la foto- 
sintesi, nella reazione catalizzata dalla saccarosio sintasi 
(l’enzima è stato così denominato dalla reazione inversa): 


Saccarosio + UDP + UDP-glucosio + fruttosio 


La parte della cellulosa sintasi che sporge dalla membra- 
na plasmatica utilizza ’UDP-glucosio del citosol come pre- 
cursore della sintesi extracellulare della cellulosa. Una for- 
ma di saccarosio sintasi legata alla membrana forma un 
complesso con la cellulosa sintasi, fornendo direttamente 
l’UDP-glucosio che serve alla sintesi della parete cellulare. 
Nella tappa @ una seconda forma di cellulosa sinta- 
si estende il polimero fino a 500-15 000 unità di glucosio, 
esponendolo sulla superficie esterna della cellula. Pazione 
dell'enzima è processiva: una molecola di enzima lega mol- 
te unità di glucosio prima di abbandonare la catena di cel- 
lulosa in fase di allungamento. La direzione di crescita del- 
la catena (cioè se l’aggiunta avvenga dall’estremità riducen- 
te o da quella non riducente) non è stata ancora stabilita. 
Ciascuno dei sei globuli della rosetta è formato da mol- 
te subunità proteiche, che insieme sintetizzano sei cate- 
ne di cellulosa. Il grosso complesso enzimatico che cata- 
lizza il processo (tappa ©) in realtà si sposta nella mem- 
brana plasmatica, seguendo il corso dei microtubuli nella 
corteccia, lo strato citoplasmatico immediatamente sotto 
la membrana. Poiché questi microtubuli sono situati per- 
pendicolarmente all’asse di crescita della pianta, le micro- 
fibrille di cellulosa vengono disposte lungo l’asse di cresci- 
ta. Il movimento dei complessi della cellulosa sintasi viene 
favorito dall’energia rilasciata dalla reazione di polimeriz- 
zazione, non da un motore molecolare come la chinesina. 
La cellulosa sintetizzata si trova sotto forma di microfi- 
brille cristalline (Figura 20.28), ciascuna formata da 36 ca- 
tene di cellulosa disposte l’una accanto all’altra, tutte con 
lo stesso orientamento (parallelo) delle estremità non ridu- 
centi e riducenti. È probabile che i 36 polimeri sintetizzati a 
livello di una rosetta arrivino sulla superficie esterna della 
cellula insieme, già allineati e (tappa ©) pronti per la cri- 
stallizzazione sotto forma di microfibrille della parete cellu- 
lare. Quando i 36 polimeri raggiungono una lunghezza cri- 
tica, la loro sintesi termina con un meccanismo sconosciu- 
to; segue poi la cristallizzazione nella forma di microfibrilla. 
Nel precursore attivo della cellulosa (UDP-glucosio), il 
C-1 anomerico del glucosio unito al nucleotide è nella con- 
figurazione a, ma nel prodotto (cellulosa) i residui di glu- 
cosio hanno un legame (B1-4) e vi è quindi un’inversio- 
ne della configurazione dell’atomo di carbonio anomerico 
(C-1) non appena si forma il legame glicosidico. Si ritiene 
che le glicosiltrasferasi che invertono la configurazione uti- 
lizzino un meccanismo di spostamento singolo, con l’attac- 
co nucleofilico della specie accettrice al carbonio anomeri- 
co dello zucchero donatore (UDP-glucosio). 
Anche alcuni batteri (Acetobacter, Agrobacteria, Rhizo- 
bia e Sarcina) e molti eucarioti semplici effettuano la sin- 
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tesi della cellulosa, a quanto pare con un meccanismo si- 
mile a quello delle piante. Se i batteri usano un lipide di 
membrana per dare inizio a una nuova catena, questo non 
può essere uno sterolo (i batteri non contengono steroli). 


e  Glioligosaccaridi legati ai lipidi sono precursori 
per la sintesi della parete cellulare batterica 

Come le piante, molti batteri hanno pareti extracellula- 
ri spesse e rigide, che li proteggono dalla lisi osmotica. Il 
peptidoglicano, che conferisce all’involucro batterico la 
sua resistenza e rigidità, è costituito da un copolimero li- 
neare in cui si alternano l’N-acetilglucosammina (GlcNAc) 
e l'acido N-acetilmuramico (Mur2Ac), legati tra loro da un 
legame glicosidico (B1-4): nel polimero sono presenti le- 
gami crociati formati da corti peptidi legati al Mur2 Ac (Fi- 
gura 20.30). Durante l'assemblaggio della porzione polisac- 


Staphylococcus 
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N-acetilmuramico 
(Mur2Ac) 


Estremità 
riducente da 


(B1>4) <@E 


Legame incrociato 
di pentaglicina 


Figura 20.30 Struttura del peptidoglicano. È qui rappresentato 

il peptidoglicano della parete della cellula di Staphylococcus aureus, 
un batterio gram-positivo. | peptidi (file di sfere colorate) legano 
covalentemente i residui di acido N-acetilmuramico in catene vicine 
di polisaccaridi. Si noti nei peptidi la mescolanza di amminoacidi Le 
p. | batteri gram-positivi come S. aureus presentano legami crociati 
con la catena di pentaglicina. | batteri gram-negativi, come E. coli, non 
hanno la pentaglicina; invece in essi il residuo terminale di p-Ala di un 
tetrapeptide è legato direttamente a un tetrapeptide vicino, con un 
residuo di L-Lys oppure con un amminoacido simile alla lisina, l'acido 
diamminopimelico. Il legame peptidico formato dal glutammato 

è insolito in quanto coinvolge il gruppo carbossilico della catena 
laterale del residuo. 
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caridica di questa complessa macromolecola, il GlcNAc e il 
Mur2Ac vengono attivati tramite il legame di un nucleoti- 
de uridinico al loro carbonio anomerico. Prima il GlcNAc 
1-fosfato reagisce con l’UTP, per formare ’UDP-GIcNACc 
(Figura 20.31, tappa ©); in seguito si unisce al fosfoenol- 
piruvato, per formare l’UDP-Mur2Ac (tappa @); vengono 
poi aggiunti cinque amminoacidi (tappa ©@). Il Mur-2Ac- 
pentapeptide viene trasferito dal nucleotide uridinico a un 
lipide di membrana, il dolicolo, un alcol isoprenoide a ca- 
tena lunga (vedi la Figura 10.22f) (tappa ©); il residuo di 
GlcNAc viene invece donato dall’UDP-GIcNAc (tappa ©). 
In molti batteri, cinque residui di glicina vengono uniti da 
legami peptidici al residuo di Lys del pentapeptide (tappa 
©). Infine, questo decapeptide legato al disaccaride vie- 
ne aggiunto all’estremità non riducente di una molecola di 
peptidoglicano esistente (tappa @). Si formano quindi le- 
gami trasversali tra catene polisaccaridiche adiacenti me- 
diante una reazione transpeptidasica. Viene così forman- 
dosi una grandissima e stabile macromolecola, che da sola 
forma la parete che circonda l’intera cellula batterica (tap- 


Figura 20.31 Sintesi dei peptidoglicani nei 
batteri. Nelle fasi iniziali della via biosintetica (da 
© a ©), l'N-acetilglucosammina (GIcNAcC) e l'acido 
N-acetilmuramico (Mur2Ac) vengono attivati 
mediante il legame di un nucleotide uridinico (UDP 
ai loro carboni anomerici e, nel caso del Mur2Ac, a un 
alcol isoprenoide a catena lunga tramite un legame 
fosfodiestere. Questi gruppi attivatori partecipano 
alla formazione dei legami glicosidici in quanto 
sono eccellenti gruppi uscenti. Dopo le tappe @ e 
6, consistenti nella costruzione di un disaccaride 
con una catena laterale di 10 residui amminoacidici, 


@ questo precursore viene trasferito all'estremità ® 
UDP-GlcNAc 


non riducente di una catena peptidoglicanica 
preesistente, che funge da primer per la reazione 
di polimerizzazione. Infine @, in una reazione di (5) 
transpeptidazione tra le catene laterali peptidiche di 
due diverse molecole di peptidoglicani, un residuo 
di Gly all'estremità di una catena sposta una p-ala 
dell'altra catena, formando un legame crociato. 
Questa reazione di transpeptidazione è inibita dalle 
penicilline, che uccidono i batteri indebolendo le 
loro pareti cellulari (vedi la Figura 6.30). 
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pa ©). Molti degli antibiotici più efficaci oggi utilizzati agi- 
scono inibendo le reazioni della sintesi del peptidoglicano. 
Molti altri oligosaccaridi e polisaccaridi vengono sin- 
tetizzati attraverso meccanismi che comportano la forma- 
zione di zuccheri attivati mediante il legame con nucleo- 
tidi. Per esempio, nella glicosilazione delle proteine (vedi 
la Figura 2739) i precursori delle unità saccaridiche sono 
zuccheri-nucleotidi e oligosaccaridi legati a lipidi. 


SOMMARIO 20.4 
Sintesi dei polisaccaridi della parete cellulare: 
cellulosa delle piante e peptidoglicani nei 
batteri 

e La sintesi della cellulosa avviene in complessi termi- 
nali (rosette) posti sulla membrana plasmatica. Ogni 
catena di cellulosa inizia come una sitosterolo-destrina 
formata all’interno della cellula. Essa esce all’esterno, 
dove una porzione di oligosaccaride viene trasferita 
alla cellulosa sintasi della rosetta per essere estesa. Cia- 
scuna rosetta produce contemporaneamente 36 catene 
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cellulosiche separate e parallele. Le catene cristalliz- 
zano in una delle microfibrille che formano la parete 
della cellula. 

e Anche la sintesi del peptidoglicano della parete della 
cellula batterica coinvolge degli oligosaccaridi legati ai 
lipidi che si formano all’interno della cellula e vengono 
poi trasferiti all’esterno per essere assemblati. 


Integrazione del metabolismo 
dei carboidrati nelle cellule vegetali 


In una tipica cellula vegetale, per diversi aspetti il metaboli- 
smo dei carboidrati è molto più complesso rispetto a quello 
di una cellula animale. Nella cellula vegetale avvengono gli 
stessi processi che generano energia nella cellula animale 
(glicolisi, ciclo dell’acido citrico e fosforilazione ossidativa); 
essa può generare esosi da composti a tre, quattro atomi di 
carbonio mediante la gluconeogenesi; può ossidare esosi fo- 
sfato a pentosi fosfato con la produzione di NADPH (nella 
via ossidativa del pentosio fosfato) e può produrre un poli- 
mero del glucosio con legami (a1->4) (amido) e degradar- 
lo per riformare esosi. Ma oltre a queste trasformazioni dei 
carboidrati, che condivide con la cellula animale, la cellu- 
la vegetale fotosintetica può fissare la CO, in composti or- 
ganici (la reazione della rubisco), usare i prodotti della fis- 
sazione per generare triosi, esosi e pentosi (ciclo di Calvin) 
e convertire l’acetil-CoA generato dalla demolizione degli 
acidi grassi in composti a quattro atomi di carbonio (ciclo 
del gliossilato) e i composti a quattro atomi di carbonio in 
esosi (gluconeogenesi). Questi processi, esclusivi delle cellu- 
le delle piante, sono confinati in alcuni compartimenti che 
non sono presenti nelle cellule animali: il ciclo del gliossila- 
to nei gliossisomi, il ciclo di Calvin nei cloroplasti, la sintesi 
dell’amido negli amiloplasti e la conservazione degli acidi 
organici nei vacuoli. L'integrazione degli eventi tra questi 
diversi compartimenti richiede la presenza di specifici tra- 
sportatori nella membrana di ogni organello, per spostare i 
prodotti da un organello all’altro oppure nel citosol. 


e Neisemiin germinazione la gluconeogenesi converte 
grassi e proteine in glucosio 

Molti tipi di piante immagazzinano nei loro semi protei- 
ne e grassi da utilizzare come fonte di energia e di precur- 
sori biosintetici durante la germinazione, prima dello svi- 
luppo dei meccanismi fotosintetici. Nei semi durante la 
germinazione la gluconeogenesi è particolarmente atti- 
va e produce il glucosio necessario per la sintesi del sac- 
carosio, dei polisaccaridi e di molti metaboliti che deriva- 
no dagli esosi. Nelle piante in germinazione, il saccarosio 


Figura 20.32 Conversione delle riserve di acidi grassi in 
saccarosio durante la germinazione dei semi. La via metabolica 
ha inizio nei gliossisomi, dove il succinato viene prodotto ed 
esportato nei mitocondri. Nei mitocondri il succinato viene 
trasformato in ossalacetato tramite gli enzimi del ciclo dell'acido 
citrico. L'ossalacetato entra poi nel citosol, dove funge da materiale di 
partenza della gluconeogenesi e della sintesi del saccarosio, la forma 
di trasporto del carbonio delle piante. 
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fornisce la maggior parte dell'energia chimica necessaria 
per la crescita iniziale. 

Abbiamo già osservato (Capitolo 14) che le cellule ani- 
mali sono in grado di utilizzare come precursori nella glu- 
coneogenesi composti a tre o quattro atomi di carbonio, 
ma non le unità acetiliche a due atomi dell’acetil-CoA. Es- 
sendo la reazione della piruvato deidrogenasi irreversi- 
bile (vedi la Sezione 16.1), le cellule animali non possono 
convertire l’acetil-CoA in piruvato o ossalacetato. Al con- 
trario degli animali, le piante e alcuni microrganismi pos- 
sono convertire in glucosio l’acetil-CoA prodotto dall’ossi- 
dazione degli acidi grassi (Figura 20.32). Parte degli enzi- 
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mi essenziali per questa conversione sono raggruppati nei 
gliossisomi, organelli in cui gli acidi grassi sono ossidati ad 
acetil-CoA mediante isozimi della } ossidazione specifici 
dei gliossisomi (vedi la Figura 16.24). La separazione fisica 
di questi enzimi del ciclo del gliossilato e della B ossidazio- 
ne dagli enzimi mitocondriali del ciclo dell’acido citrico im- 
pedisce un’ulteriore ossidazione dell’acetil-CoA a CO;. At- 
traverso il ciclo del gliossilato (vedi la Figura 16.22) l’acetil- 
CoA viene invece convertito in succinato, che poi entra nel- 
la matrice mitocondriale e viene trasformato in ossalacetato 
nelle reazioni del ciclo dell’acido citrico. Lossalacetato, una 
volta nel citosol, viene trasformato attraverso la gluconeo- 
genesi in fruttosio 6-fosfato, precursore diretto del sacca- 
rosio. Per la produzione di fruttosio 6-fosfato o di saccaro- 
sio a partire da riserve lipidiche è necessario, quindi, inte- 
grare sequenze di reazioni che avvengono in tre comparti- 
menti diversi. Poiché solo tre dei quattro atomi di carbonio 
di ogni molecola di ossalacetato vengono convertiti in eso- 
si nel citosol, circa il 75% degli atomi di carbonio presenti 
nelle riserve lipidiche dei semi è convertito in carboidrati 
dalle vie metaboliche riportate nella Figura 20.32; il rima- 
nente 25% è perso sotto forma di CO; nella formazione di 
fosfoenolpiruvato da ossalacetato. Lidrolisi dei triacilglice- 
roli di deposito produce anche glicerolo 3-fosfato, che può 
entrare nella via gluconeogenica dopo essere stato ossida- 
to a diidrossiacetone fosfato (Figura 20.33). 

Gli amminoacidi glucogenici che derivano dalle protei- 
ne di riserva dei semi sono anch'essi precursori utilizzabi- 
li dalla gluconeogenesi (vedi la Tabella 14.4). Questi com- 
posti devono prima essere transamminati e poi ossidati, 
mediante le vie discusse nel Capitolo 18, a succinil-CoA, 
piruvato, ossalacetato, fumarato e a-chetoglutarato, tutti 
precursori della gluconeogenesi. 


e Intermedi comuni collegano le vie metaboliche 

nei diversi organelli 
Sebbene le trasformazioni metaboliche siano state de- 
scritte nelle cellule vegetali come vie indipendenti, esse 
sono tra loro interconnesse; dovremmo perciò individua- 
re quali sono gli intermedi metabolici condivisi tra que- 
ste vie attraverso reazioni facilmente reversibili (Figura 
20.34). Un primo pool di metaboliti comprende gli eso- 
si fosfato glucosio 1-fosfato, glucosio 6-fosfato e fruttosio 
6-fosfato; un secondo pool comprende i pentosi ribosio, 
ribulosio e xilulosio fosforilati nella posizione C-5; un ter- 
zo pool comprende i triosi fosfato diidrossiacetone fosfa- 
to e gliceraldeide 3-fosfato. La velocità e la direzione dei 
flussi dei metaboliti dei tre gruppi cambiano, a seconda 
delle variazioni delle condizioni della pianta e del tipo di 
tessuto. I trasportatori presenti nelle membrane di cia- 
scun organello consentono l’ingresso o l’uscita di specifi- 
ci composti ed è presumibile che la regolazione di questi 
trasportatori influenzi il grado di integrazione tra i grup- 
pi dei diversi composti. 

Durante le ore diurne, i triosi fosfato prodotti nel tes- 
suto delle foglie dal ciclo di Calvin si spostano all’esterno 
dei cloroplasti e passano nel pool citosolico degli esosi fo- 
sfato, dove vengono convertiti in saccarosio per essere tra- 
sportati ai tessuti non fotosintetici. In questi tessuti il sac- 
carosio viene trasformato in amido per essere conserva- 


© 978-88-08-26148-9 


N NXxrC-—-N\-- 


(0) (0) 
Se Ni N un SE” Na” HE La 
PRA H 


Triacilglicerolo lo) 


N sog ‘ 
lipasi | * Acidi grassi 


CH3 —C—S-CoA 
Acetil-CoA 


f ossidazione 


por 
A 


CH50H  Glicerolo 


glicerolo / 
chinasi \\ 
* ADP 
CH,0H 
HOH 


CH,0-{P) 


Glicerolo 3-fosfato 


- NAD* 


glicerolo | 
3-fosfato | 
deidrogenasi |\\ 


Diidrossiacetone 
fosfato 


Figura 20.33 Conversione del glicerolo dei triacilgliceroli 

in saccarosio nei semi durante la germinazione. Il glicerolo dei 
triacilgliceroli viene ossidato a diidrossiacetone fosfato, che entra nella 
via gluconeogenica a livello della reazione di isomerizzazione dei triosi 
fosfato. 


to oppure viene usato come fonte di energia attraverso la 
glicolisi. Nelle piante in crescita, gli esosi fosfato vengono 
anche prelevati per la sintesi delle pareti cellulari. Nelle 
fasi di buio l’amido è metabolizzato nella glicolisi per pro- 
durre energia, essenziale negli organismi non fotosinteti- 
ci, e NADPH e ribosio 5-fosfato, attraverso la via ossidati- 
va dei pentosi fosfato. 


SOMMARIO 20.5 
Integrazione del metabolismo dei carboidrati 
nelle cellule vegetali 

e Le piante possono sintetizzare zuccheri dall’acetil- 
CoA, il prodotto della degradazione degli acidi grassi, 
con l’azione combinata del ciclo del gliossilato e della 
gluconeogenesi. 

e Nelle piante, le singole vie del metabolismo dei car- 
boidrati si sovrappongono parzialmente; esse condivi- 
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Figura 20.34 Pool degli esosi fosfato, dei pentosi fosfato e 
dei triosi fosfato. | composti di ogni singolo pool sono facilmente 
interconvertibili tramite reazioni le cui variazioni di energia libera 
standard sono basse. Quando la concentrazione del componente 
di un pool diminuisce momentaneamente, subito si ristabilisce un 


dono gruppi di intermedi comuni, tra cui gli esosi fo- 
sfato, i pentosi fosfato e i triosi fosfato. Il movimento 
degli zuccheri fosforilati tra gli organelli è mediato da 
trasportatori presenti nella membrana di cloroplasti, 
mitocondri e perossisomi. La direzione del flusso dei 
metaboliti attraverso i vari gruppi cambia se la cellula 


si trova alla luce o al buio. 
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ciclo ossidativo 
fotosintetico del 
carbonio (ciclo C.) 833 
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nuovo equilibrio, per rimpiazzare quello mancante. Il passaggio 
degli zuccheri fosforilati da un compartimento intracellulare all'altro 
è limitato; nelle membrane degli organelli devono essere presenti 
specifici trasportatori. 


sedoeptulosio 
1,7-bisfosfato 824 
tioredossina 829 
transchetolasi 824 
via del glicolato 831 


via del pentosio 
fosfato 819 
zucchero attivato 
legato a un nucleotide 
837 
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Spreitzer, R.J., e Salvucci, M.E. (2002). Rubisco: 
structure, regulatory interactions, and possibilities 


© 978-88-08-26148-9 


for a better enzyme. Annu. Rev. Plant Biol. 53, 

pp. 449-475. 
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Hatch, M.D. (1987) C4 photosynthesis: a unique blend 
of modified biochemistry, anatomy and ultrastructure. 
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Hatch, M.D., e Slack, S.R. (1996) Photosynthesis by 
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=N Problemi 


1. Segregazione del metabolismo negli organelli. 
Quali vantaggi trae una cellula di una pianta dall’a- 
vere organelli differenti in cui effettuare sequenze di 
reazioni separate che condividono però metaboliti in- 
termedi? 

2. Fasi della fotosintesi. Se una sospensione di alghe 
verdi viene illuminata in assenza di CO; e poi incu- 
bata al buio in presenza di !*CO;, quest'ultima viene 
convertita per un breve tempo in [!*C]glucosio. Quale 
significato ha questa osservazione in rapporto al pro- 
cesso di fissazione della CO, e come si correla alle rea- 
zioni alla luce della fotosintesi? Perché la conversione 
di CO, in ['4C]glucosio si arresta dopo poco tempo? 

3. Identificazione degli intermedi fondamentali 
nell’organicazione della CO;. Calvin e i suoi colle- 
ghi usarono l’alga unicellulare Chlorella per studiare 
le reazioni di fissazione del carbonio della fotosintesi. 
Nei loro esperimenti incubarono la !‘*CO; radiomarca- 
ta con una sospensione di alghe in diverse condizioni. 
Essi seguirono nel tempo la comparsa della marcatura 
in due composti, X e Y, in due specifiche condizioni. 
In base alle vostre conoscenze sul ciclo di Calvin identi- 
ficate i composti X e Y. 

(a) Le cellule di Chlorella furono fatte crescere alla lu- 
ce con CO; non marcata; la luce fu spenta e fu ag- 
giunta alla sospensione !CO; (indicata dalla linea 
verticale tratteggiata nel grafico riportato di segui- 
to). In queste condizioni, X fu il primo composto 
in cui comparve la marcatura; Y restava non mar- 
cato. 
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CO), 
luce buio 


Radioattività 
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(b) Le cellule di Chlorella furono fatte crescere alla lu- 
ce in presenza di !*CO, e l'illuminazione fu mante- 
nuta fino a che tutta l'anidride carbonica (indicata 
dalla linea verticale tratteggiata nel grafico ripor- 
tato di seguito) non fu consumata. In queste con- 
dizioni, il composto X diventava radioattivo molto 
presto, ma perdeva la sua radioattività con il tem- 
po, mentre il composto Y diventava più radioattivo. 


Radioattività 


Tempo 


4. Regolazione del ciclo di Calvin. Lo iodoacetato rea- 
gisce irreversibilmente con i gruppi —SH liberi dei re- 
sidui di Cys delle proteine. 


4 
PSN 
NAD' SH 0 HI NAD' S 
98) + 1I0H, —G( € Gs) 
u 


Iodoacetato Enzima inattivo 


Prevedete quale enzima (o enzimi) del ciclo di Calvin 
potrebbe essere inibito dallo iodoacetato. Spiegate per- 
ché. 

5. La tioredossina nella regolazione degli enzimi del 
ciclo di Calvin. Motohashi e colleghi utilizzarono la 
tioredossina come “amo” per “pescare” dagli estratti di 
pianta le proteine che vengono attivate da questa pro- 
teina. Per fare ciò, prepararono una tioredossina mu- 
tante nella quale uno dei residui di Cys reattivi era sta- 
to rimpiazzato con uno di Ser. Spiegate perché, per ef- 
fettuare l'esperimento, fosse necessaria questa modifi- 
cazione. Fonte: Motohashi, K., Kondoh, A., Stumpp, 
M.T., e Hisabori, T. (2001) Comprehensive survey of 
proteins targeted by chloroplast thioredoxin. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 98, pp. 11 224-11 229. 

6. Confronto tra la via riduttiva e quella ossidativa 
del ciclo del pentosio fosfato. La via riduttiva del 
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10. 


11. 


12. 


13. 


pentosio fosfato produce una quantità di intermedi 
identici a quelli della via ossidativa del pentosio fosfa- 
to (Capitolo 14). Qual è il ruolo di ciascuna via nelle 
cellule in cui sono attive? 

Fotorespirazione e respirazione mitocondriale. 
Si confronti il ciclo fotosintetico ossidativo del carbo- 
nio (ciclo C;), chiamato anche fotorespirazione, con la 
respirazione mitocondriale che guida la sintesi di ATP. 
Perché entrambi i processi sono chiamati respirazio- 
ne? Dove avvengono nella cellula e in quali circostan- 
ze? Quale percorso seguono gli elettroni in ciascuna 
di esse? 

Rubisco e composizione dell’atmosfera. N.E. Toll- 
bert ha sostenuto che la doppia specificità della ru- 
bisco per CO; e O; non è semplicemente dovuta a un 
residuo dell’evoluzione avvenuta in un ambiente con 
poco ossigeno. Egli suggerì che le attività relative dei 
siti attivi carbossilasi e ossigenasi della rubisco hanno 
determinato, e ora mantengono, il rapporto esistente 
nell’atmosfera terrestre tra CO, e O». Discutete i pro e 
i contro di tale ipotesi, in termini molecolari e in ter- 
mini globali. L'esistenza degli organismi C4 come può 
supportare questa ipotesi? Fonte: Tolbert, N.E. (1994) 
The role of photosynthesis and photorespiration in re- 
gulating atmospheric CO; and O;. In Regulation of At- 
mospheric CO; and O; by Photosynthetic Carbon Meta- 
bolism [Tollbert, N.E., e Preiss, J., (a cura di.)], pp. 8-33, 
Oxford University Press, New York. 

Ruolo della sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi. Quali ef- 
fetti si possono avere su una cellula e su un organismo 
a causa di un difetto nella sedoeptulosio 1,7-bisfosfa- 
tasi in (a) un epatocita umano e (b) nella cellula di fo- 
glia di una pianta? 

Via di fissazione della CO, nel mais. Se una pianta 
di mais viene illuminata in presenza di !*CO), dopo cir- 
ca 1s più del 90% della radioattività incorporata nelle 
foglie si trova negli atomi C-4 del malato, dell’asparta- 
to e dell’ossalacetato. Soltanto dopo circa 60 secondi la 
radioattività compare nel C-1 del 3-fosfoglicerato. Spie- 
gate perché. 

Identificazione delle piante CAM. Disponendo di 
CO; e di tutta l'attrezzatura di solito presente in un 
laboratorio di biochimica, in quale modo progettere- 
ste un esperimento semplice per determinare se una 
pianta è di tipo C4 o di tipo CAM? 

Chimica dell’enzima malico: variazioni sul tema. 
Lenzima malico, presente nelle cellule della guaina del 
fascio vascolare delle piante C,, catalizza una reazio- 
ne che è simile a una reazione del ciclo dell’acido citri- 
co. Qual è questa reazione analoga? Motivate la vostra 
scelta. 

Il costo dell’immagazzinamento del glucosio sot- 
to forma di amido. Scrivete la sequenza di tappe e la 
reazione complessiva per calcolare il costo, in numero 
di molecole di ATP, necessario per convertire una mo- 
lecola di glucosio 6-fosfato del citosol in amido e ricon- 
vertire l’amido in glucosio 6-fosfato. Quale frazione del 
massimo numero di molecole di ATP disponibili dal ca- 
tabolismo completo del glucosio 6-fosfato in CO, e H;)0 
rappresenta questo costo? 


14. 


15. 


16. 


17. 


18. 
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Pirofosfatasi inorganica. L'enzima pirofosfatasi inor- 
ganica contribuisce a rendere sostanzialmente irrever- 
sibili molte reazioni biosintetiche che producono piro- 
fosfato inorganico. Mantenendo la concentrazione di 
PP; molto bassa, l'enzima “spinge” le reazioni nella di- 
rezione della formazione di PP;. La sintesi di ADP-glu- 
cosio nei cloroplasti è una reazione che viene spinta da 
questo meccanismo nella direzione della sintesi del pro- 
dotto. Invece, la sintesi di UDP-glucosio nel citosol delle 
piante, con produzione di PP;, è facilmente reversibile 
in vivo. Come potete conciliare questi due fatti? 

Regolazione della sintesi di amido e saccarosio. La 

sintesi di saccarosio avviene nel citosol, quella di ami- 

do nello stroma dei cloroplasti, eppure i due processi 
sono tra loro correlati. Quali sono i fattori che sposta- 

no le reazioni in favore (a) della sintesi di amido e (b) 

della sintesi di saccarosio? 

Regolazione della sintesi del saccarosio. Nella re- 

golazione della sintesi del saccarosio da triosi fosfato 

prodotti durante la fotosintesi, il 3-fosfoglicerato e il 

P; hanno ruoli decisivi (vedi la Figura 20.25). Spiegate 

in che modo le concentrazioni di questi due regolatori 

influenzano la velocità della fotosintesi. 

Saccarosio e carie dentaria. L'infezione che colpisce 

maggiormente la popolazione umana è rappresentata 

dalla carie dentaria, che deriva dalla colonizzazione 

e dalla distruzione dello smalto dei denti da parte di 

diversi tipi di microrganismi acidificanti. Questi orga- 

nismi sintetizzano e vivono all’interno di una rete di 

destrani insolubili in acqua, chiamata genericamen- 

te placca, composta da polimeri di glucosio con lega- 

mi (a1->6) e molte ramificazioni a livello dei legami 

(a1-3). La polimerizzazione del destrano richiede 

saccarosio e la reazione è catalizzata dall’enzima bat- 

terico destrano-saccarosio glucosiltrasferasi. 

(a) Scrivete la reazione complessiva della polimerizza- 
zione del destrano. 

(b) Oltre a essere un substrato per la formazione del- 
la placca, come fa il saccarosio a essere anche una 
fonte di energia metabolica per i batteri orali? 

Differenze tra piante C3 e C4. Nel genere Atriplex so- 

no incluse alcune specie di piante C; e alcune di piante 

C4. Dai dati dei grafici seguenti (specie 1, curva in nero; 

specie 2, curva in rosso), identificate qual è la pianta C} 

e quale la pianta C4. Giustificate la risposta in termini 

molecolari che tengano conto dei dati riportati nei tre 

grafici. 


Assorbimento di CO, 


Intensità della luce 
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Assorbimento di CO, 


Temperatura delle foglie 


Assorbimento di CO, 


[CO;] nello spazio intracellulare 


19. La via C,4 in una singola cellula. Nelle tipiche pian- 


te C4, la cattura iniziale della CO; avviene in un tipo di 
cellula e il ciclo di Calvin ha luogo in un altro (vedi la 
Figura 20.23). Voznesenskaya e colleghi hanno descrit- 
to una pianta, Bienertia cycloptera - che cresce nelle 
depressioni salate delle zone semidesertiche dell'Asia 
centrale - che mostra le proprietà biochimiche di una 
pianta C4, ma nella quale, a differenza della tipica pian- 
ta Cy, le reazioni della fissazione della CO, non sono 
confinate in due cellule diverse. La PEP carbossilasi e 
la rubisco sono presenti nella stessa cellula. Le cellu- 
le, tuttavia, hanno due differenti tipi di cloroplasti, di- 
versamente localizzati, come mostra la fotografia al mi- 
croscopio. Un tipo, con pochi grani (tilacoidi), è confi- 
nato alla periferia; i cloroplasti più tipici sono invece 
raggruppati nel centro della cellula, separati dai cloro- 
plasti periferici da ampi vacuoli. Sottili ponti citosolici 
passano attraverso i vacuoli, collegando il citosol peri- 
ferico e centrale. Di seguito è mostrata una fotografia 
al microscopio elettronico di una cellula di B. cyclopte- 
ra; le frecce indicano i cloroplasti periferici. 
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Biosintesi dei carboidrati nelle piante e nei batteri 


In questa pianta dove vi aspettereste di trovare (a) 
la PEP carbossilasi, (b) la rubisco e (c) i grani di ami- 
do? Spiegate le vostre risposte con un modello per la 
fissazione della CO, in queste cellule C4. Fonte: Voz- 
nesenskaya, E.V., Fraceschi, V.R., Kiirats, O., 
Artyusheva, E.G., Freitag, H., ed Edwards, G.E. 
(2002) Proof of C4 photosynthesis without Kranz ana- 
tomy in Bienertia cycloptera (Chenopodiaceae). Plant ]. 
31, pp. 649-662. 


= Problema sull'analisi dei dati 


20. La rubisco degli endosimbionti batterici degli or- 


ganismi che vivono nei camini idrotermali sotto- 

marini. Le fessure idrotermali sul fondo del mare ospi- 

tano interessanti ecosistemi. A queste profondità estre- 
me non vi è luce che possa favorire la fotosintesi, ep- 
pure vi si trovano alcune forme biologiche. Gran parte 

di queste si basano sulla chemiosintesi da parte di sim- 

bionti batterici che vivono in organi specializzati (tro- 

fosomi) di alcuni organismi dei camini sottomarini. 

La chemiosintesi in questi batteri si basa su un pro- 

cesso che è praticamente identico alla fotosintesi. L’a- 

nidride carbonica viene fissata dalla rubisco e quindi 

ridotta a glucosio; l’ATP e il NADPH sono prodotti con 
un meccanismo di trasferimento degli elettroni simi- 
le a quelli delle reazioni della fotosintesi dipendenti 
dalla luce. La fondamentale differenza sta nel fatto 
che nella chemiosintesi l'energia per il trasferimen- 
to degli elettroni deriva da una reazione chimica for- 
temente esoergonica, invece che dalla luce. A questo 
proposito batteri chemiosintetici differenti utilizza- 
no reazioni altrettanto diverse. I batteri che si trova- 
no nei camini idrotermali usano normalmente l’ossi- 
dazione dell’H;S (abbondante nelle correnti termali) 
da parte dell’O;, producendo zolfo elementare. Que- 

sti batteri utilizzano anche la conversione dell’H,S a 

zolfo come fonte di elettroni per la riduzione chemio- 

sintetica della CO,. 

(a) Qual è la reazione complessiva per la chemiosinte- 
si in questi batteri? Non è necessario scrivere l’in- 
tera equazione bilanciata; basterà indicare i com- 
posti iniziali e i prodotti finali. 

(b) In ultima analisi i batteri endosimbiotici ottengo- 
no la loro energia dalla luce solare. Spiegate come 
ciò sia possibile. 

Robinson e collaboratori (2003) hanno studiato le pro- 

prietà della rubisco dell’endosimbionte batterico del 

verme gigante Riftia pachyptila. La rubisco di qua- 
lunque provenienza catalizza la reazione della CO, 

(Figura 20.7) o dell'O, (Figura 20.20) con il ribulosio 

1,5-bisfosfato. In genere, la rubisco reagisce meglio 

con la CO; rispetto all’O;. Il grado di selettività (0) è 

espresso così: 


Vearbossilazione [CO] 
Vssigenazione [O2] 


dove V è la velocità della reazione. 
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Robinson e collaboratori hanno misurato il valore di 0) 
della rubisco degli endosimbionti batterici. Essi hanno 
purificato la rubisco dai trofosomi del verme e l'hanno 
incubata con O; e CO; a diverse concentrazioni in pre- 
senza di [1-*H]ribulosio 1,5-bisfosfato, e hanno misura- 
to il rapporto tra [*H]fosfoglicerato e [*H]fosfoglicolato. 

(c) Il rapporto tra ['H]fosfoglicerato e [*H]fosfoglico- 
lato è uguale al rapporto tra V.amossitazione € Vossigena- 
zione Spiegate perché. 

(d) Perché il [5-*H]ribulosio 1,5-bisfosfato potrebbere 
non essere un buon substrato per il saggio? 

EQ per la rubisco dell’endosimbionte aveva un va- 
lore di 8,6 + 0,9. 

(e) La concentrazione dell’O; atmosferico (molare) è il 
20% e quella della CO) è di circa 380 parti per mi- 
lione. Se l’endosimbionte dovesse portare avanti il 
processo chemiosintetico in queste condizioni, qua- 
lesarebbe:il valore di Vartosiazone! Vossizenazione” 

(f) Sulla base della risposta al punto (e), vi aspettere- 
ste che il valore di £) per una pianta terrestre sia più 
alto, lo stesso, o più basso di 8,6? Spiegate la vostra 
risposta. 

Due isotopi stabili del carbonio sono presenti in natu- 

ra: il ‘°C, il più abbondante, e il *C, molto raro. Tutte 

le rubisco catalizzano la fissazione del “CO; più velo- 
cemente del !*CO.. Ne risulta che il carbonio del glu- 
cosio è leggermente più arricchito di !C rispetto alla 

CO; atmosferica. Diversi sono i fattori responsabili di 


questo utilizzo “preferenziale” della !*CO;. Uno di es- 
si è da ricercarsi nelle proprietà fisiche fondamentali 
dei gas. La temperatura di un gas è correlata all’ener- 
gia cinetica delle sue molecole. L'energia cinetica è da- 
ta da 1/2mrÈ, dove m è la massa molecolare e vla velo- 
cità. Quindi, alla stessa temperatura (la stessa energia 
cinetica), le molecole del gas più leggero si muovono 
più velocemente di quelle del gas più pesante. 

(g) In che modo questo potrebbe contribuire a deter- 

minare la preferenza della rubisco per la CO, ri- 
spetto alla !*C0,? 
Una delle prime evidenze che il verme ospite ottie- 
ne il carbonio di cui ha bisogno dall’endosimbion- 
te sta nel fatto che il rapporto !*C/!°C nell’anima- 
le è molto più vicino a quello dei batteri che non a 
quello degli animali marini non abissali. 

(h) Perché questa è una evidenza più convincente di 
una relazione simbiotica di quella riportata in stu- 
di precedenti, che dimostravano la presenza della 
rubisco nei batteri trovati nel trofosoma? 
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lipidi hanno ruoli diversi nella cellula, alcuni dei quali 

sono stati identificati solo recentemente. Essi sono la for- 

ma principale di conservazione dell’energia nella mag- 
gior parte degli organismi viventi e allo stesso tempo sono i 
principali costituenti delle membrane cellulari. Alcuni lipidi 
specializzati servono da pigmenti (retinale, carotene), cofat- 
tori (vitamina K), detergenti (sali biliari), trasportatori (do- 
licoli), ormoni (derivati della vitamina D e ormoni sessua- 
li), messaggeri intracellulari ed extracellulari (derivati del 
fosfatidilinositolo ed eicosanoidi) e ancore per proteine di 
membrana (acidi grassi legati covalentemente, gruppi pre- 
nilici e fosfatidilinositolo). È quindi essenziale per un orga- 
nismo possedere la capacità di sintetizzare una vasta gam- 
ma di lipidi diversi. In questo capitolo sono descritte le vie 
biosintetiche per alcuni dei principali lipidi presenti nelle 
cellule e sono illustrate le strategie utilizzate per produrre 
queste molecole insolubili in acqua a partire da precursori 
semplici e solubili in acqua come l’acetato. Come altre vie 
biosintetiche, queste sequenze di reazioni sono endoergo- 
niche e riduttive, utilizzano ATP come fonte di energia me- 
tabolica e necessitano di equivalenti riducenti, di solito sot- 
to forma di NADPH. 

Analizzeremo dapprima la biosintesi degli acidi gras- 
si, i principali componenti dei triacilgliceroli e dei fosfoli- 
pidi. Poi tratteremo l’incorporazione degli acidi grassi nei 
triacilgliceroli e nei più semplici fosfolipidi di membrana. 
Infine prenderemo in considerazione la biosintesi del co- 
lesterolo, un componente di alcune membrane e il precur- 
sore degli steroli, come gli acidi biliari, gli ormoni sessuali 
e gli ormoni della corteccia surrenale. 


Biosintesi degli acidi grassi 
e degli eicosanoidi 


Quando si scoprì che l’ossidazione degli acidi grassi avveni- 
va mediante la rimozione di unità bicarboniose successive 
(acetil-CoA) (vedi la Figura 178), i biochimici pensarono che 


la biosintesi degli acidi grassi potesse essere semplicemente 
l'inverso delle tappe enzimatiche usate per l'ossidazione di 
questi composti. La biosintesi e la degradazione degli aci- 
di grassi sono invece vie diverse, catalizzate da una serie di 
enzimi diversi e localizzate in compartimenti cellulari di- 
versi. Inoltre, l’intermedio a tre atomi di carbonio malonil- 
CoA partecipa alla biosintesi degli acidi grassi, ma non en- 
tra nella via degradativa. 


LS VA 
27 CHg Ck 
"0 S-CoA 


Malonil-CoA 


Prenderemo subito in esame la biosintesi degli acidi 
grassi; in seguito sposteremo la nostra attenzione sulla sua 
regolazione e sulla biosintesi degli acidi grassi a catena lun- 
ga, degli acidi grassi insaturi e dei loro derivati eicosanoidi. 


e Ilmalonil-CoAsi forma dall'acetil-CoA e dal bicarbonato 

La formazione del malonil-CoA dall’acetil-CoA è un pro- 
cesso irreversibile, catalizzato dalla acetil-CoA carbossi- 
lasi. L’acetil-CoA carbossilasi dei batteri è costituita da tre 
catene polipeptidiche, ciascuna con una specifica funzio- 
ne, come mostra la Figura 21.1. Negli animali, tutte e tre le 
subunità fanno parte di un singolo polipeptide funzionale. 
Nelle piante superiori sono presenti entrambe le forme di 
acetil-CoA carbossilasi. In tutti i casi, l’acetil-CoA carbossi- 
lasi contiene come gruppo prostetico la biotina, legata co- 
valentemente (mediante un legame ammidico) al gruppo 
e-amminico di un residuo di Lys di una delle tre subunità 
della molecola enzimatica. La reazione, che avviene in due 
tappe, è molto simile alle altre reazioni di carbossilazione 
biotina-dipendenti, come quelle catalizzate dalla piruva- 
to carbossilasi (vedi la Figura 16.17) e dalla propionil-CoA 
carbossilasi (vedi la Figura 1712). Il gruppo carbossilico, 
che deriva dal bicarbonato (HCO; ), viene prima trasferi- 
to alla biotina in una reazione che richiede ATP. La biotina 
serve come trasportatore temporaneo della CO;, che nel- 
la seconda tappa viene trasferita all’acetil-CoA, che pro- 
duce malonil-CoA. 


e  Gliacidi grassi vengono sintetizzati mediante 

una sequenza di reazioni ripetute 
In tutti gli organismi le lunghe catene carboniose degli aci- 
di grassi vengono sintetizzate mediante una sequenza di 
quattro tappe che si ripetono (Figura 21.2), catalizzate da 
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un sistema multienzimatico, chiamato acido grasso sinta- 
si. Un gruppo acilico saturo, prodotto da una serie di quat- 
tro reazioni, diventa il substrato della successiva condensa- 
zione con un gruppo malonilico attivato. In ogni passaggio 
attraverso questa via anabolica, la catena dell’acido grasso 
si allunga di due atomi di carbonio. 

Sia il cofattore trasportatore di elettroni, sia i gruppi at- 
tivati impegnati nella sequenza di reazioni anabolica, dif- 
feriscono da quelli del processo catabolico ossidativo. Si ri- 
cordi che nella ossidazione il NAD* e il FAD fungono da 
accettori di elettroni e il gruppo attivatore è il tiolo (SH) 
del coenzima A (vedi la Figura 178). Lagente riducente nel- 
la via di biosintesi è, invece, il NADPH e i gruppi attivatori 
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Figura 21.1 La reazione dell’acetil-CoA carbossilasi. L'acetil-CoA 
carbossilasi ha tre regioni funzionali: la proteina trasportatrice della 
biotina (in grigio); la biotina carbossilasi che attiva la CO, e la lega a 
uno degli atomi di azoto dell'anello della biotina in una reazione 
ATP-dipendente (vedi la Figura 16.17); la transcarbossilasi, che 
trasferisce la CO, attivata (ombreggiata in verde) dalla biotina 
all'acetil-CoA, formando il malonil-CoA. Il lungo braccio flessibile 
trasporta la CO, attivata dalla regione della biotina carbossilasi 

al sito attivo della transcarbossilasi. Il sito attivo di ogni tappa è 
ombreggiato in celeste. 


sono due differenti gruppi —SH legati a due proteine enzi- 
matiche, come descritto nella prossima sezione. 

Esistono due principali varianti di acido grasso sintasi: 
la acido grasso sintasi I (FAS I), che si trova nei vertebrati 
e nei funghi, e la acido grasso sintasi II (FAS II), che si tro- 
va nelle piante e nei batteri. La FAS I dei vertebrati con- 
siste di una singola catena polipeptidica multifunzionale 
(M, 240 000). Il prototipo è la FAS I dei mammiferi, che 
ha sette differenti domini, ognuno con un sito attivo per 
sette reazioni separate (Figura 21.3a). Il polipeptide dei 
mammiferi funziona come un omodimero (M, 480 000). 
Sembra che le subunità agiscano in modo indipendente. Se 
tutti e sette i siti attivi di una subunità vengono inattivati 
per mutazione, la sintesi degli acidi grassi si riduce solo di 
poco. Una FAS I un po’ diversa si trova nel lievito e in altri 
funghi, ed è costituita da due polipeptidi multifunziona- 
li che formano un complesso con una architettura diver- 
sa da quella dei vertebrati (Figura 21.3b). Tre dei sette siti 
necessari per la biosintesi dell’acido grasso si trovano nel- 
la subunità a, e quattro nella ft. 

Con il sistema FAS I, la sintesi dell’acido grasso pro- 
duce un singolo prodotto e non vengono rilasciati inter- 
medi. Quando la lunghezza della catena carboniosa sinte- 
tizzata raggiunge i 16 atomi di carbonio, il prodotto ulti- 
mo (il palmitato, 16:0; vedi la Tabella 10.1) abbandona il 
ciclo. Gli atomi di carbonio C-16 e C-15 del palmitato de- 
rivano rispettivamente dal metile e dal carbonio carbos- 
silico dell’acetil-CoA utilizzato direttamente per dare ini- 
zio alla biosintesi (Figura 21.4); gli altri atomi di carbonio 
della catena derivano dall’acetil-CoA, attraverso la forma- 
zione di malonil-CoA. 

La FAS II delle piante e dei batteri è invece costituita 
da proteine distinte; ciascuna tappa della via di biosintesi 
è catalizzata da un enzima separato e liberamente diffusi- 
bile. Anche gli intermedi sono diffusibili, e possono essere 
dirottati verso altre biosintesi (per esempio la sintesi dell’a- 
cido lipoico). Al contrario della FAS I, la FAS II genera vari 
prodotti, compresi acidi grassi saturi di diversa lunghezza, 
acidi grassi insaturi, ramificati, e ossidrilati. Il sistema FAS 
II si trova anche nei mitocondri dei vertebrati. La discus- 
sione che segue riguarda il sistema FAS I dei mammiferi. 


e L'acido grasso sintasi dei mammiferi ha molteplici 

siti attivi 
I domini multipli della FAS I dei mammiferi agiscono co- 
me enzimi distinti, pur essendo tutti sulla stessa catena 
polipeptidica legati l'uno all’altro in sequenza. Il sito atti- 
vo di ciascun enzima si trova in domini separati nel lungo 
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Figura 21.2 Aggiunta di due atomi di carbonio a una catena 
acilica in fase di crescita: una sequenza di reazioni suddivisa in 
quattro tappe. Ciascun gruppo malonilico e acetilico (0 gruppi 
acilici più lunghi) viene attivato da un tioestere, che lo lega alla acido 
grasso sintasi, un sistema multienzimatico descritto nel testo. 

© La condensazione di un gruppo acilico attivato (il gruppo acetilico 
dell'acetil-CoA fornirà il primo gruppo acilico) e di un frammento a 
due atomi di carbonio derivato dal malonil-CoA, con eliminazione 

di CO, dal gruppo malonilico, allunga la catena acilica di due atomi 
di carbonio. Il meccanismo del primo passaggio di questa reazione 

è qui presentato al fine di illustrare il ruolo della decarbossilazione 
nei processi di condensazione. Il derivato B-cheto, prodotto dalla 
reazione di condensazione viene ridotto mediante altri tre passaggi, 
quasi identici alle reazioni di f ossidazione, ma in sequenza 

inversa. @ Il gruppo chetonico p viene ridotto ad alcol, 

© l'eliminazione di H,0 crea un doppio legame e © il doppio legame 
viene ridotto, per formare il corrispondente gruppo acilico saturo. 
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Figura 21.3 Struttura dell'acido acido grasso sintasi 

di tipo | (FAS I) da due fonti. Nella figura sono mostrate le strutture 
a bassa risoluzione dei sistemi enzimatici di (a) mammifero (maiale; 
dimero, tratto da PDB ID 2CF2) e (b) dei funghi (tratto da PDB ID 
2UV9, 2UVA, 2UVB, e 2UVC). (a) Tutti i siti attivi del sistema dei 
mammiferi sono localizzati in differenti domini di una singola catena 
polipeptidica. | differenti siti che hanno attività enzimatica sono: 
B-chetoacil-CoA sintasi (KS), malonil/acetil-CoA-ACP trasferasi 
(MAT), f-idrossiacil-ACP deidratasi (DH), enoil-ACP reduttasi (ER), e 
f-chetoacil-ACP reduttasi (KR). L'ACP è la proteina trasportatrice di 
acili. La disposizione lineare dei domini nel polipeptide è mostrata 
in basso. Il settimo dominio (TE) è una tioesterasi che rilascia il 
prodotto finale palmitato al termine della sintesi. | domini ACP 

e TE non sono chiaramente visibili nel cristallo, perciò non sono 
mostrati nella struttura. (b) Nella struttura della FAS | del fungo 
Thermomyces lanuginosus, gli stessi siti attivi sono divisi tra due 
polipeptidi multifunzionali, che agiscono insieme. Sei copie di 
ciascun polipeptide si trovano nel complesso eterododecamerico. 
Una struttura a forma di ruota formata da sei subunità a, che 
include la ACP e i siti attivi della KS e della KR, si trova al centro del 
complesso. Nella struttura a ruota, tre subunità si trovano su un lato, 
e tre sull'altro. AI di sopra e al di sotto della struttura, inoltre, vi sono 
due strutture a forma di cupola, formate da trimeri delle subunità f 
(contenenti i siti attivi di ER e DH, e due domini con siti attivi analoghi 
alla MAT dell'enzima di mammifero). | domini di una sola delle due 
subunità sono rappresentati in colore e i colori corrispondono ai 
domini equivalenti della FAS | di mammifero (a). 
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Figura 21.4 La sintesi di palmitato. La catena dell'acido grasso cresce di due atomi HS 
di carbonio per volta, donati dal malonato attivato, con perdita di una molecola di 
CO.. Il gruppo acetilico iniziale è ombreggiato in giallo; il C-1 e il C-2 del malonato 
sono ombreggiati in rosa, e il carbonio rilasciato sotto forma di CO, è in verde. Dopo 
l'aggiunta di ogni unità bicarboniosa, due reazioni di riduzione convertono la catena Ù Ve 
nascente in acido grasso saturo con quattro, sei, otto e così via atomi di carbonio. Il so, 


prodotto finale è il palmitato (16:0). 


polipeptide. Attraverso il processo della sintesi degli aci- 
di grassi, gli intermedi rimangono legati covalentemente 
come tioesteri a uno dei due gruppi tiolici. Uno è il grup- 
po —SH di un residuo di cisteina di uno dei domini del- 
la sintasi (B-chetoacil-ACP sintasi, KS); l’altro è il gruppo 
—SH della proteina trasportatrice di acili, un dominio 
separato dello stesso polipeptide. Lidrolisi del tioestere 
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panteteina 
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al gruppo —SH. 
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è notevolmente esoergonica, e l'energia rilasciata serve a 
rendere termodinamicamente favoriti i due diversi pas- 
saggi di condensazione (© e © della Figura 21.6) della 
sintesi degli acidi grassi. 

La proteina trasportatrice di acili (ACP) è la “navet- 
ta”, che mantiene unito il sistema. PACP di Escherichia coli è 
una piccola proteina (M, 8860) che contiene il gruppo pro- 
stetico 4'-fosfopanteteina (Figura 21.5; si confronti que- 
sta struttura molecolare con i residui di acido pantotenico 
e di B-mercaptoetilammina del coenzima A della Figura 
8.38). Si pensa che il gruppo prostetico 4'-fosfopanteteina 
dell’ACP di E. coli agisca come braccio flessibile. Esso trat- 
tiene le catene di acido grasso in fase di allungamento sul- 
la superficie del complesso dell’acido grasso sintasi, mentre 
trasferisce gli intermedi delle varie reazioni da un sito atti- 
vo all’altro. PACP dei mammiferi possiede lo stesso gruppo 
prostetico, e ha una funzione simile. Come vedremo però 
essa è inserita come un dominio in un polipeptide multi- 
funzionale molto più grande. 


e L'acido grasso sintasi lega gruppi acetilici e malonilici 

Prima che abbiano inizio le reazioni di condensazione che 
portano alla sintesi dell’acido grasso, i due gruppi tiolici 
del complesso multienzimatico devono essere caricati con 
i due gruppi acilici corretti (parte alta della Figura 21.6). 
Dapprima il gruppo acetilico dell’acetil-CoA viene trasferi- 


Figura 21.5 La proteina trasportatrice di acili (ACP). Il gruppo 
prostetico è la 4'-fosfopanteteina, che è legata covalentemente al 
gruppo ossidrilico di un residuo di Ser dell'ACP. La fosfopanteteina 
contiene la vitamina B acido pantotenico, presente anche nella 
molecola del coenzima A. Il suo gruppo —SHè il sito di ingresso dei 
gruppi malonilici durante la sintesi degli acidi grassi. 
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Figura 21.6 Sequenza degli eventi durante la sintesi di 
un acido grasso. Il complesso FAS | dei mammiferi è mostrato 
schematicamente, con i domini catalitici colorati come nella 
Figura 21.3. Ciascun dominio del polipeptide rappresenta 
Enoil-ACP uno dei sei enzimi del complesso, organizzati a forma di 
S stretta. La proteina trasportatrice di acili non è visibile 
nella struttura cristallina mostrata nella Figura 21.3, ma è 
attaccata al dominio KS. Il braccio di fosfopanteteina dell'ACP 
termina con un —SH. Dopo il primo disegno in alto, l'enzima 
mostrato in colore è quello che entrerà in azione nella tappa 
successiva. Come nella Figura 21.4, il gruppo acetilico iniziale 
è ombreggiato in giallo, il C-1 e il C-2 del malonato in rosa, 
e il carbonio rilasciato come CO, è ombreggiato in verde. Le 
tappe da © a © sono descritte nel testo. 
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to all’ACP in una reazione catalizzata dal dominio del po- 
lipeptide multifunzionale malonil/acetil-CoA-ACP tra- 
sferasi (MAT nella Figura 21.6). Il gruppo acetilico viene 
quindi trasferito al gruppo Cys—SH della B-chetoacil-ACP 
sintasi (KS). Anche la seconda reazione, il trasferimento 
del gruppo malonilico dal malonil-CoA al gruppo —SH 
dell’ACP è catalizzata dalla malonil/acetil-CoA-ACP trasfe- 
rasi. I due gruppi acetilico e malonilico sono legati al com- 
plesso in forma attivata, per dar inizio e mandare avanti il 
processo di allungamento. Prenderemo ora in esame in det- 
taglio le prime quattro tappe della biosintesi dell’acido gras- 
so. I numeri si riferiscono alla Figura 21.6. 


Tappa © Condensazione La prima reazione della via di 
biosintesi degli acidi grassi è una classica condensazione di 
Claisen che coinvolge i gruppi acetilici e malonilici attivati, 
con formazione dell’acetoacetil-ACP, un gruppo acetoace- 
tilico legato all’ACP tramite il gruppo —SH della fosfopan- 
teteina; allo stesso tempo si libera una molecola di CO.. In 
questa reazione, catalizzata dalla f-chetoacil-ACP sintasi 
(KS), il gruppo acetilico viene trasferito dal gruppo Cys—SH 
dell'enzima al gruppo malonilico dell —SH dell’ACB diven- 
tando l’unità bicarboniosa metil terminale del gruppo ace- 
toacetilico neosintetizzato. 

Patomo di carbonio della CO; formata in questa rea- 
zione è lo stesso atomo di carbonio che era stato introdotto 
nella molecola del malonil-CoA durante la reazione dell’a- 
cetil-CoA con il bicarbonato, catalizzata dall’acetil-CoA car- 
bossilasi (vedi la Figura 21.1). Quindi nella biosintesi degli 
acidi grassi la CO; viene fissata covalentemente solo tran- 
sitoriamente e viene allontanata quando nella catena car- 
boniosa in fase di allungamento viene inserita un’unità a 
due atomi di carbonio. 

Perché le cellule devono legare la CO; all’acetil-CoA 
formando il malonil-CoA, per poi liberarla di nuovo du- 
rante la formazione dell’acetoacetato? Si ricordi che nella 
B ossidazione degli acidi grassi (vedi la Figura 178) la rot- 
tura del legame tra due gruppi acilici (il distacco di un’u- 
nità di acetil-CoA da una catena acilica) è notevolmente 
esoergonica; di conseguenza la condensazione di due grup- 
pi acilici (per esempio due molecole di acetil-CoA) è una 
trasformazione notevolmente endoergonica. La reazione 
di condensazione viene resa termodinamicamente favore- 
vole dall’uso di unità maloniliche attivate al posto dell’ace- 
til-CoA. Il carbonio metilenico (C-2), che nel malonil-CoA 
si trova tra il carbonio carbonilico e il carbonio carbossili- 
co, può diventare un ottimo nucleofilo. Nella reazione di 
condensazione (tappa ©), la decarbossilazione del gruppo 
malonilico facilita l'attacco nucleofilico portato dal carbo- 
nio metilenico al legame tioestere del gruppo acetilico le- 
gato alla B-chetoacil-ACP sintasi, liberando il gruppo —SH 
dell'enzima. (Questa è una classica condensazione di Clai- 
sen degli esteri; vedi la Figura 13.4). accoppiamento della 
condensazione con la decarbossilazione del gruppo malo- 
nilico rende il processo nel suo complesso molto esoergoni- 
co. Si ricordi che un processo simile di carbossilazione-de- 
carbossilazione facilita nella gluconeogenesi la formazione 
del fosfoenolpiruvato dal piruvato (vedi la Figura 14.18). 

Usando unità maloniliche attivate nella biosintesi degli 
acidi grassi e unità acetiliche attivate nella degradazione, 
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le cellule sono in grado di rendere entrambi i processi ter- 
modinamicamente favorevoli, anche se uno è in effetti l’in- 
verso dell’altro. L'energia necessaria a rendere favorevole la 
sintesi degli acidi grassi viene fornita dall’ATP consumato 
per la formazione di malonil-CoA a partire da acetil-CoA e 
HCO; (vedi la Figura 21.1). 


Tappa @ Riduzione del gruppo carbonilico I’aceto-ace- 
til-ACP formato nella tappa di condensazione subisce la ri- 
duzione del suo gruppo carbonilico presente sul C-3, tra- 
sformandosi in p-B-idrossibutirril-ACP Questa reazione è 
catalizzata dalla pP-chetoacil-ACP reduttasi (KR) e il do- 
natore di elettroni è il NADPH. Si noti che il p-B-idrossibu- 
tirrile che si forma non ha la stessa forma stereoisomerica 
dell’analogo intermedio (1-B-idrossiacile) nell’ossidazione 
degli acidi grassi (vedi la Figura 178). 


Tappa @ Deidratazione Nella terza tappa, dagli atomi 
di carbonio C-2 e C-3 del p-R-idrossibutirril-ACP viene ri- 
mossa una molecola di acqua per formare un doppio lega- 
me nel prodotto, il trans-A°-butenoil-ACP. L'enzima che 
catalizza la reazione di deidratazione è la f-idrossiacil- 
ACP deidratasi (DH). 


Tappa © Riduzione del doppio legame Il doppio lega- 
me del trans-A°-butenoil-ACP viene ridotto (saturato) pro- 
ducendo butirril-ACP da parte della enoil-ACP redutta- 
si (ER); anche in questa reazione il donatore di equivalenti 
riducenti è il NADPH. 


e Lereazionidell’acido grasso sintasi si ripetono fino alla 
formazione del palmitato 

La formazione dell’acil-ACP saturo a quattro atomi di car- 
bonio completa il primo passaggio attraverso il comples- 
so dell’acido grasso sintasi. Nella tappa @, il gruppo bu- 
tirrilico viene ora trasferito dal gruppo —SH della fosfo- 
panteteina a quello del residuo di Cys della B-chetoacil- 
ACP sintasi, che inizialmente era occupato dal gruppo 
acetilico (vedi la Figura 21.6). Per iniziare un nuovo ci- 
clo delle quattro reazioni, necessario per allungare la ca- 
tena di altri due atomi di carbonio (tappa @), un altro 
malonile viene legato al gruppo —SH della fosfopante- 
teina sull’ACP ora libero (Figura 21.7). La condensazio- 
ne avviene tra il gruppo butirrilico, che si comporta esat- 
tamente come il gruppo acetilico nel primo ciclo, e due 
degli atomi di carbonio del malonile legato all’ACP; l’al- 
tro è perso sotto forma di CO;. Il prodotto della reazione 
è un acile a sei atomi di carbonio, legato covalentemente 
all —SH della fosfopanteteina. Il suo gruppo f-chetoni- 
co viene ridotto nelle tre tappe successive formando un 
acile saturo a sei atomi di carbonio, come è accaduto nel 
primo ciclo di reazioni. 

Per produrre il palmitato saturo a 16 atomi di carbo- 
nio, sempre legato all’ACP sono necessari sette cicli di rea- 
zioni di condensazione e di riduzione. Per ragioni non an- 
cora note, in genere l'allungamento della catena termina 
a questo punto e il palmitato viene staccato dall’ACP per 
azione di un’attività idrolitica (tioesterasi, TE) presente 
nella proteina multifunzionale. La reazione complessiva 
della sintesi del palmitato a partire dall’acetil-CoA può 
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Figura 21.7 Inizio del secondo ciclo delle reazioni del 
complesso dell'acido grasso sintasi. Il gruppo butirrilico è legato 
al gruppo —SH del residuo di Cys della KS. Il gruppo malonilico 
entrante si lega al gruppo —SH della fosfopanteteina. Nella 
successiva reazione di condensazione, tutto il gruppo butirrilico 
che era legato alla KS viene scambiato con il gruppo carbossilico 

del malonile, che viene perso come CO, (in verde). Questa tappa 

è analoga alla tappa © della Figura 21.6. Il prodotto, un gruppo 
B-chetoacilico a sei atomi di carbonio, contiene ora quattro atomi di 
carbonio che derivano dal malonil-CoA e due che derivano dall'acetil- 
COA con cui sono iniziate le reazioni. Sul gruppo R-chetoacilico 
vengono ora ripetute le tappe @-@© della Figura 21.6. 


essere divisa in due parti. Nella prima vi è la formazione 
di sette molecole di malonil-CoA: 


7 Acetil-CoA +7C0,+7ATPò 


7 malonil-CoA +7 ADP+7P; (21.1) 


poi vengono i sette cicli di condensazione e di riduzione: 


Acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14 NADPH + 14H' + 
palmitato + 7 CO; + 8 CoA + 14 NADP* + 6 H30 
(21.2) 


Si noti che vengono prodotte solo sei molecole di acqua 
in quanto una molecola di H;0 è utilizzata per idrolizza- 
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re il legame tioestere tra il palmitato, prodotto della rea- 
zione, e l'enzima. 

La reazione complessiva (la somma delle Equazioni 21.1 
e 21.2) è 


8 Acetil-CoA + 7 ATP + 14 NADPH + 14H' + 
palmitato + 8 CoA + 7 ADP + 7 P; + 14 NADP*+ 6 H30 
(21.3) 


La biosintesi di un acido grasso come il palmitato richiede 
acetil-CoA e un rifornimento di energia chimica in due for- 
me: il potenziale di trasferimento di gruppo dell'ATP e il 
potere riducente del NADPH. LATP è necessario per lega- 
re la CO; all’acetil-CoA e produrre malonil-CoA; il NADPH 
è necessario per ridurre il gruppo chetonico f e i doppi le- 
gami. 

Negli eucarioti non fotosintetici la sintesi degli acidi 
grassi comporta un costo energetico aggiuntivo, perché 
l’acetil-CoA viene prodotto nei mitocondri, e deve essere 
trasportato nel citosol. Come vedremo, questa tappa ag- 
giuntiva consuma due molecole di ATP per molecola di ace- 
til-CoA trasportata, portando così il costo energetico della 
sintesi degli acidi grassi a tre molecole di ATP per ogni cop- 
pia di atomi di carbonio incorporata nella catena acilica. 


e Inmolti organismi la sintesi degli acidi grassi avviene 

nel citosol, mentre nelle piante avviene nei cloroplasti 
Negli eucarioti superiori, il complesso dell’acido grasso sin- 
tasi è presente esclusivamente nel citosol (Figura 21.8), co- 
me gli enzimi della sintesi dei nucleotidi, degli amminoa- 
cidi e del glucosio. Questa localizzazione separa le reazioni 
del processo biosintetico da quelle del processo degrada- 
tivo, molte delle quali avvengono all'interno della matrice 
mitocondriale. Vi è una separazione analoga dei cofatto- 
ri che trasportano elettroni nell’anabolismo (in genere un 
processo riduttivo) e di quelli che agiscono nel catabolismo 
(in genere ossidativo). 

Il NADPH è di solito il trasportatore di elettroni nelle 
reazioni anaboliche, mentre il NAD* viene utilizzato nelle 
reazioni cataboliche. Negli epatociti il valore del rapporto 
[NADPH]/ [NADP'] è molto elevato (circa 75) nel cito- 
sol, e fornisce quindi un notevole apporto di equivalenti 
riducenti per le biosintesi riduttive degli acidi grassi e di 
altre biomolecole. Però, dato che generalmente il rappor- 
to [NADH] / [NAD'] nel citosol ha un valore molto infe- 
riore (circa 8 X 10 4), il catabolismo ossidativo NAD*-di- 
pendente del glucosio può avvenire nello stesso compar- 
timento e nello stesso momento in cui avviene la sintesi 
degli acidi grassi. Il rapporto [NADH] / [NAD'] all’inter- 
no dei mitocondri è molto più elevato di quello nel cito- 
sol a causa di un flusso di elettroni che arriva al NAD* 
dalle ossidazioni degli acidi grassi, amminoacidi, piruva- 
to e acetil-CoA. elevato valore di questo rapporto nei mi- 
tocondri favorisce la riduzione dell’ossigeno attraverso la 
catena respiratoria. 

Negli epatociti e negli adipociti il NADPH citosolico è 
in gran parte generato dalla via del pentosio fosfato (ve- 
di la Figura 14.22) e dall’enzima malico (Figura 21.9a). 
Abbiamo incontrato un enzima malico NADP-dipendente 
nella via di fissazione del carbonio delle piante C4 (vedi la 
Figura 20.23); questo enzima ha funzioni completamen- 
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Cellule delle piante 


* Non vi è ossidazione degli acidi 


grassi 


Citosol 


* Produzione di NADPH 

(via del pentosio fosfato; enzima malico) 
* Rapporto [NADPH]/[NADP*] elevato 
* Sintesi di isoprenoidi e di steroli 


(prime tappe) 
* Sintesi degli acidi grassi 
Figura 21.8 Localizzazione subcellulare del metabolismo 
lipidico. Le cellule del lievito e dei vertebrati differiscono da 
quelle delle piante superiori per la diversa compartimentazione 
del metabolismo lipidico. La sintesi degli acidi grassi avviene nel 
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Figura 21.9 Produzione di NADPH. Due diverse vie per la 
produzione di NADPH, una (a) catalizzata dall'enzima malico e l'altra 
(b) tramite la via del pentosio fosfato. 


te diverse. Il piruvato prodotto nella reazione mostrata 
nella Figura 21.9a rientra nel mitocondrio. Nell’epatoci- 
ta e nelle ghiandole mammarie durante la lattazione, il 
NADPH necessario alla sintesi degli acidi grassi viene pro- 
dotto principalmente dalle reazioni della via del pentosio 
fosfato (Figura 21.9b) 

Nelle cellule fotosintetiche delle piante, la sintesi de- 
gli acidi grassi non avviene nel citosol ma nello stroma 
dei cloroplasti (Figura 21.8). Se pensiamo a dove viene 
prodotto il NADPH durante le reazioni alla luce della fo- 
tosintesi possiamo capire meglio il motivo di questa di- 
versa localizzazione della via di sintesi degli acidi grassi 
nelle piante. 


luce 
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compartimento in cui è disponibile la quantità maggiore di NADPH 
necessario per le sintesi riduttive (cioè nel citosol degli animali e 
del lievito e nei cloroplasti delle piante, dove il rapporto [NADPH]/ 
[NADP'] è elevato). | processi in rosso sono trattati in questo capitolo. 


e L'acetato viene trasportato fuori dai mitocondri 

sotto forma di citrato 
Negli eucarioti non fotosintetici, tutto l’acetil-CoA usato 
per la sintesi degli acidi grassi viene prodotto all’interno 
dei mitocondri dall’ossidazione del piruvato e dal catabo- 
lismo dello scheletro carbonioso degli amminoacidi. Pace- 
til-CoA che deriva dall’ossidazione degli acidi grassi non 
è una fonte significativa di atomi di carbonio per la sinte- 
si degli acidi grassi, in quanto le due vie sono regolate ne- 
gli animali, come descritto di seguito, in modo coordinato 
e complementare. 

Poiché la membrana mitocondriale interna è imper- 
meabile all’acetil-CoA, il gruppo acetilico viene trasferito 
all’esterno dei mitocondri con un sistema navetta indiretto 
(Figura 21.10). Facetil-CoA all’interno dei mitocondri rea- 
gisce con l’ossalacetato formando citrato nella prima rea- 
zione del ciclo dell’acido citrico, catalizzata dalla citrato 
sintasi (vedi la Figura 16.7). Il citrato passa poi nel cito- 
sol attraversando la membrana mitocondriale interna me- 
diante il trasportatore del citrato. Nel citosol il citrato 
viene scisso dalla citrato liasi, che rigenera l’acetil-CoA; 
questa reazione è favorita da un apporto energetico forni- 
to dall’ATP. Possalacetato non può rientrare direttamente 
nei mitocondri, in quanto non esiste un trasportatore in 
grado di promuoverne il trasferimento. Nel citosol, l’ossa- 
lacetato viene quindi ridotto dalla malato deidrogenasi a 
malato, che ritorna nella matrice mitocondriale mediante 
il trasportatore malato-a-chetoglutarato in cambio di citra- 
to e viene riossidato a ossalacetato per completare il pro- 
cesso. Tuttavia, la maggior parte del malato prodotto nel ci- 
tosol viene usato per generare NADPH citosolico attraver- 
so l’attività dell'enzima malico (Figura 21.9a). Il piruvato 
prodotto viene trasportato nei mitocondri dal trasportato- 
re del piruvato (Figura 21.10) e riconvertito in ossalacetato 
dalla piruvato carbossilasi della matrice. Il ciclo metaboli- 
co che ne risulta comporta il consumo di due molecole di 
ATP (a opera della citrato liasi e della piruvato carbossi- 
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Figura 21.10 Il sistema navetta per il trasporto dei gruppi 
acetilici dai mitocondri al citosol. La membrana mitocondriale 
esterna è liberamente permeabile a tutti questi composti. Il 
piruvato prodotto dal catabolismo degli amminoacidi nella matrice 
mitocondriale, o derivante dal glucosio mediante la glicolisi nel 
citosol, viene convertito in acetil-CoA nella matrice. | gruppi acetilici 
escono dai mitocondri sotto forma di citrato; nel citosol, viene 


lasi) per ogni molecola di acetil-CoA che entra a far parte 
della sintesi degli acidi grassi. Dopo la scissione del citrato 
per generare l’acetil-CoA, la conversione dei quattro atomi 
di carbonio rimanenti a piruvato e CO; catalizzata dall’en- 
zima malico fornisce circa la metà del NADPH necessario 
per la sintesi degli acidi grassi. La via del pentosio fosfato 
contribuisce a generare il rimanente NADPH necessario. 


e Labiosintesi degli acidi grassi è strettamente regolata 
Quando una cellula o un organismo dispongono di una 
quantità di sostanze nutrienti sufficiente alle proprie esi- 
genze energetiche, l’eccesso eventualmente presente vie- 
ne convertito in acidi grassi e conservato sotto forma di li- 
pidi, come i triacilgliceroli. La reazione catalizzata dall’a- 
cetil-CoA carbossilasi è la tappa che limita la velocità della 
biosintesi degli acidi grassi, e questo enzima è un impor- 
tante sito di regolazione metabolica. Nei vertebrati il pal- 
mitil-CoA, il principale prodotto della sintesi degli acidi 
grassi, si comporta da inibitore retroattivo dell'enzima e il 
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recuperato l'acetil-CoA per la sintesi degli acidi grassi. L'ossalacetato 
viene ridotto a malato, che ritorna nella matrice mitocondriale, 
dove viene convertito in ossalacetato. Il destino principale del 
malato nel citosol è l'ossidazione catalizzata dall'enzima malico, che 
produce NADPH citosolico; il piruvato prodotto ritorna nella matrice 
mitocondriale. 


citrato è invece il suo attivatore allosterico (Figura 21.11a) 
che ne aumenta la V,,4y. Il citrato svolge un ruolo essen- 
ziale nell’invertire la direzione del metabolismo cellulare 
dal consumo (ossidazione) di sostanze nutrienti alla con- 
servazione attraverso la sintesi degli acidi grassi. Quando 
all’interno dei mitocondri l’acetil-CoA e ’ATP aumentano, 
viene esportato citrato, che diventa il precursore dell’a- 
cetil-CoA citosolico e il segnale allosterico per l’attivazio- 
ne dell’acetil-CoA carbossilasi. Allo stesso tempo il citrato 
inibisce l’attività della fosfofruttochinasi-1 (vedi la Figura 
15.16), riducendo il flusso degli atomi di carbonio attra- 
verso la glicolisi. 

Pacetil-CoA carbossilasi viene regolata anche median- 
te una modificazione covalente. La fosforilazione innesca- 
ta dagli ormoni glucagone e adrenalina inattiva l'enzima e 
riduce la sua sensibilità all'attivazione da citrato, producen- 
do l’arresto della sintesi degli acidi grassi. Nella sua forma 
attiva (defosforilata), l’acetil-CoA carbossilasi polimerizza 
in lunghi filamenti (Figura 21.11b). La fosforilazione è ac- 
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Figura 21.11 Regolazione della sintesi degli acidi grassi. 

(a) Nelle cellule dei vertebrati il flusso dei precursori del 
malonil-CoA è sottoposto a regolazione sia allosterica sia mediante 
modificazione covalente ormone-dipendente. Nelle piante, 
l'acetil-CoA carbossilasi viene attivata dalle variazioni della [Mg?1] e 
del pH che accompagnano le reazioni alla luce (non mostrato nella 
figura). (b) Filamenti di acetil-CoA carbossilasi di epatociti di pollo (la 
forma defosforilata e attiva) visti al microscopio elettronico. 


compagnata dalla dissociazione in monomeri e dalla per- 
dita dell’attività catalitica. 

Pacetil-CoA carbossilasi delle piante e dei batteri non è 
regolata dal citrato o da cicli di fosforilazione-defosforila- 
zione. Lenzima delle piante è attivato da un aumento del 
pH e della concentrazione di Mg?* nello stroma; sia il pH, 
sia la concentrazione di Mg°* aumentano nello stroma dei 
cloroplasti in seguito all’illuminazione delle piante (vedi la 
Figura 20.17). I batteri non utilizzano i triacilgliceroli come 
riserva di energia. La funzione primaria della sintesi degli 
acidi grassi in E. coli è quella di fornire precursori per i lipi- 
di di membrana; la regolazione di questo processo è molto 
complessa e coinvolge anche l’azione dei nucleotidi guani- 
nici, come il ppGpp, che coordinano la crescita cellulare e 
la formazione della membrana (vedi le Figure 8.39 e 28.22). 

Oltre alla regolazione enzimatica a breve termine, que- 
ste vie sono regolate anche a livello dell’espressione geni- 
ca. Per esempio, in animali alimentati con una dieta ricca di 
acidi grassi poliinsaturi viene soppressa l’espressione di geni 
che codificano una vasta gamma di enzimi lipogenici nel fe- 
gato. Questo tipo di regolazione genica è mediata da una fa- 
miglia di recettori proteici nucleari chiamati PPAR, descritti 
in maggior dettaglio nel Capitolo 23 (vedi la Figura 23.42). 

Se la sintesi degli acidi grassi e la } ossidazione potes- 
sero avvenire simultaneamente, i due processi generereb- 
bero un ciclo futile, disperdendo energia. Abbiamo sottoli- 
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neato in precedenza (vedi la Figura 17.13) che la f ossida- 
zione viene bloccata dal malonil-CoA, che inibisce la car- 
nitina aciltrasferasi I. Quindi, durante la sintesi degli acidi 
grassi la produzione del primo intermedio, il malonil-CoA, 
inibisce la pì ossidazione a livello del sistema di trasporto 
degli acili presente nella membrana mitocondriale ester- 
na. Questo meccanismo di controllo è un altro esempio dei 
vantaggi che si possono avere dal separare le vie biosinte- 
tiche e degradative in due compartimenti cellulari diversi. 


e  Gliacidi grassi saturi a catena lunga sono sintetizzati 
dal palmitato 

Il palmitato è il principale prodotto del complesso dell'acido 
grasso sintasi nelle cellule animali ed è il precursore degli 
altri acidi grassi a catena lunga (Figura 21.12). Questo aci- 
do grasso può essere allungato per formare stearato (18:0) 
o acidi grassi a catena ancora più lunga, mediante l’aggiun- 
ta successiva di unità acetiliche, catalizzata dal sistema di 
allungamento degli acidi grassi presente nel reticolo en- 
doplasmatico liscio e nei mitocondri. Il sistema di allunga- 
mento più attivo è quello del reticolo endoplasmatico, che 
allunga di due atomi di carbonio la catena carboniosa del 
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Figura 21.12 Vie di sintesi di altri acidi grassi. Il palmitato è il 
precursore dello stearato e degli altri acidi grassi saturi a catena più 
lunga, come pure degli acidi monoinsaturi palmitoleato e oleato. 

I mammiferi non possono convertire l'oleato in linoleato oppure 

in a-linolenato (ombreggiati in rosa); questi acidi grassi essenziali 
devono essere recuperati quindi dalla dieta. È indicata anche 

la conversione del linoleato in altri acidi grassi polinsaturi e in 
eicosanoidi. Gli acidi grassi poliinsaturi sono identificati dal numero 
degli atomi di carbonio e dal numero e dalla posizione dei doppi 
legami, come nella Tabella 10.1. 
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palmitil-CoA, formando stearil-CoA. Anche se in questa 
reazione sono coinvolti enzimi diversi e il trasportatore di 
acili è il coenzima A e non l’ACP il meccanismo di allun- 
gamento nell’ER è identico a quello usato nella sintesi del 
palmitato: due atomi di carbonio sono donati dal malonil- 
CoA; il prodotto va incontro poi a riduzione, deidratazione 
e a una seconda riduzione per generare il prodotto saturo 
a 18 atomi di carbonio, lo stearil-CoA. 


e Ladesaturazione degli acidi grassi richiede una ossidasi 

a funzione mista 
Il palmitato e lo stearato sono anche i precursori dei più 
comuni acidi insaturi dei tessuti degli animali: il palmi- 
toleato, 16:1 (A°), e l’oleato, 18:1 (A°). Questi acidi gras- 
si hanno nella loro molecola un solo doppio legame cis in 


0, +2H* + 20 
CHz—(CHo),—CHy- CHo (CHa)mT Cr 
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posizione A? (cioè tra gli atomi di carbonio C-9 e C-10) (ve- 
di la Tabella 10.1). Il doppio legame viene introdotto nella 
catena dell’acido grasso da una reazione ossidativa cata- 
lizzata dalla acil-CoA desaturasi (Figura 21.13). Questo 
enzima è un esempio di ossidasi a funzione mista (Box 
21.1). I due substrati dell’enzima, l'acido grasso e il NADH 
o NADPH, vanno incontro simultaneamente a ossidazioni 
che coinvolgono due elettroni: gli elettroni fluiscono all’in- 
terno di una via costituita da un citocromo (il citocromo 
b;) e da una flavoproteina (la citocromo bs; reduttasi), en- 
trambi presenti, come l’acil-CoA desaturasi, nel reticolo 
endoplasmatico liscio. Nelle piante, l’oleato è prodotto da 
una stearil-ACP desaturasi (SCD) localizzata nello stro- 
ma dei cloroplasti, che usa, come donatore di elettroni, la 
ferredossina ridotta. 


; S-CoA 
Acil-CoA 2 Cyt b; Cyt bs reduttasi 
saturo (Fe?*) (FAD) 
acil-CoA 
desaturasi 
2 Cyt by Cyt bs reduttasi NADP* 

2H,0 + Ve (Fe5*) (FADH) 
CH3_ (CH 2 È (Ci CH_ (CH 2 dim CK 
Acil-CoA S-CoA 
monoinsaturo 


Figura 21.13 La via di trasferimento degli elettroni nel processo 
di desaturazione degli acidi grassi nei tessuti dei vertebrati. Le 
frecce blu mostrano come vengono ossidati dall'ossigeno molecolare 
due substrati diversi: un acil-CoA e il NADPH. Queste reazioni 


avvengono sulla faccia che guarda verso il lume della membrana 
del reticolo endoplasmatico liscio. Una via simile, ma che utilizza 
trasportatori di elettroni diversi, è presente nelle piante. 


Box 21.19 [\ NA Ossidasia funzione mista, gli enzimi citocromo P-450 e le overdosi da farmaci 


In questo capitolo abbiamo incontrato diversi enzimi che 
catalizzano reazioni di ossidoriduzione in cui è coinvolto 
direttamente l’ossigeno molecolare. La stearil-CoA re- 
duttasi (SCD), che genera un doppio legame nella catena 
di un acido grasso, appartiene a questo tipo di enzimi 
(Figura 21.13). 

La nomenclatura degli enzimi che 
catalizzano questo tipo di reazioni è 
spesso fonte di confusione per uno 
studente, come pure il meccanismo 
della reazione. Ossidasi è il nome TÀ 
generico che viene assegnato agli en- 
zimi che catalizzano ossidazioni in cui 
l'ossigeno molecolare è l’accettore di 
elettroni, ma gli atomi di ossigeno îa 
non compaiono nel prodotto ossidato. 


CH, — CH-C00° 


© NH 


Triptofano 


| triptofano 


primo caso, il trasferimento di due elettroni all’ossigeno 
produce H;0;; nel secondo caso, due elettroni riducono 
1/, 0, ad H;0. Molte ossidasi, ma non tutte, sono flavo- 
proteine. 
Le ossigenasi catalizzano reazioni di ossidazione in cui 
gli atomi di ossigeno sono incorporati direttamente nella 
molecola del substrato, formando, per 
+ esempio, un nuovo gruppo ossidrilico 
Na o un gruppo carbossilico. Le diossi- 
genasi catalizzano reazioni in cui en- 
trambi gli atomi di una molecola di 
ossigeno vengono incorporati nel pro- 
dotto organico. Un esempio di diossige- 
nasi è la triptofano 2,3-diossigenasi, che 
catalizza l’apertura dell'anello a cinque 


2,3-diossigenasi membri del triptofano nel catabolismo 


Penzima che genera un doppio legame 4 degli amminoacidi. Se questa reazione 
negli acil-CoA durante l’ossidazione p i a avviene in presenza di !50,, questo iso- 
degli acidi grassi nei perossisomi (vedi --C—CH,— CH—C00 topo dell’ossigeno viene ritrovato nei 
la Figura 1714) è un’ossidasi di questo Vi. due gruppi carbonilici del prodotto 
tipo, come la citocromo ossidasi della D NH-G, (indicati in rosso). 

catena di trasporto degli elettroni nei (0) Le monoossigenasi che hanno un’a- 


mitocondri (vedi la Figura 19.14). Nel 


N-Formilchinurenina 


zione molto più complessa, catalizzano 
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reazioni in cui soltanto uno degli atomi della molecola 
di ossigeno viene incorporato nel substrato, mentre l’al- 
tro è ridotto ad acqua. Le monoossigenasi richiedono 
due substrati per ridurre entrambi gli atomi dell’O;. Il 
substrato principale accetta un atomo di ossigeno e il 
cosubstrato fornisce gli atomi di idrogeno perla riduzione 
dell'altro atomo della molecola di ossigeno, generando 
acqua. Lequazione delle monoossigenasi è 


AH + BH, +0—0 > A—OH + B + H,0 


dove AH è il substrato principale e BH; è il cosubstrato. 
Poiché molte monoossigenasi catalizzano reazioni in cui 
il substrato principale diventa ossidrilato, vengono chia- 
mate anche idrossilasi (ossidrilasi). In alcuni casi viene 
usato anche il nome di ossidasi (oppure ossigenasi) a 
funzione mista, per indicare che ossidano contempo- 
raneamente due substrati diversi. (Si noti che il nome 
“ossidasi” rappresenta in questo caso una deviazione 
dal significato che è stato assegnato a questo termine 
in precedenza.) 

Vi sono diverse classi di monoossigenasi, a seconda della 
natura chimica del cosubstrato. Alcune usano nucleotidi 
flavinici ridotti (FMNH; o FADH;), altre usano NADH 
o NADPH, e altre ancora usano a-chetoglutarato come 
cosubstrato. enzima che ossidrila l’anello fenilico della 
fenilalanina per formare tirosina è una monoossigenasi e 
la tetraidrobiopterina è il suo cosubstrato (vedi la Figura 
18.23). La malattia genetica fenilchetonuria è generata 
da un difetto di questo enzima. 

Le più numerose e complesse reazioni di monoossigena- 
zione utilizzano una emoproteina chiamata citocromo 
P-450. Come la citocromo ossidasi mitocondriale, il ci- 
tocromo P-450 può reagire con l’ossigeno e il monossido 
di carbonio, ma può essere distinto dalla citocromo ossi- 
dasi in quanto il complesso di questa proteina nella sua 
forma ridotta con il monossido di carbonio assorbe la 
luce a una lunghezza d’onda di 450 nm; da qui il nome 
di P-450. 

Il citocromo P-450 catalizza reazioni di ossidrilazione in 
cui un substrato organico RH viene ossidrilato a R—OH 
a spese di uno degli atomi di una molecola di ossigeno; 
l’altro atomo di ossigeno viene ridotto ad acqua da 
equivalenti riducenti forniti da NADH o da NADPH. 
Gli elettroni passano prima attraverso una proteina 
ferro-zolfo e poi arrivano al citocromo P-450. La Figura 
1 illustra, in modo semplificato, la funzione e l’azione 
del citocromo P-450. 


Ossidato Ridotto RH 
citocromo citocromo 
P-450 reduttasi P-450 
(Fe-S) 
H,0 
NADP* Ridotto Ossidato ROH 
Figura 1 
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In realtà, quando si parla di citocromo P-450, ci si rife- 
risce a una grande famiglia costituita da centinaia di 
proteine che contengono il citocromo P-450 e che pos- 
sono essere suddivise in due tipologie generali: quelle 
con un'elevata specificità per un singolo substrato (come 
gli enzimi classici) e quelle che hanno siti di legame 
meno specifici in grado quindi di legare e accettare una 
discreta varietà di substrati, generalmente accomunati 
da un carattere idrofobico. Nella corteccia surrenale, 
per esempio, un citocromo P-450 specifico partecipa 
all’ossidrilazione degli steroidi per la produzione di or- 
moni adrenocorticali (vedi la Figura 21.49). Esistono 
decine di enzimi contenenti il citocromo P-450 che agi- 
scono su substrati molto specifici all’interno delle vie 
biosintetiche che portano alla formazione degli ormoni 
steroidei e degli eicosanoidi. Gli enzimi citocromo P-450 
con specificità più vasta sono anche importanti nell’os- 
sidrilazione di molti farmaci, come i barbiturici e altri 
xenobiotici (sostanze estranee al corpo), in particolare 
quelli idrofobici e relativamente insolubili in acqua. 
Il carcinogeno ambientale benzo[a|]pirene (presente 
nel fumo di sigaretta) va incontro a un’ossidrilazione 
citocromo P-450-dipendente, durante il processo di 
detossificazione. L’ossidrilazione degli xenobiotici, a 
volte combinata con l’attacco al gruppo idrossilico di 
un composto polare come l’acido glucuronico, li rende 
più solubili in acqua e permette la loro escrezione con 
le urine. L’ossidrilazione (e la glucuronizzazione) inat- 
tivano molti farmaci e la velocità con cui avviene questo 
fenomeno può determinare il tempo durante il quale 
una data dose di un farmaco rimane presente nel sangue 
a livelli terapeuticamente efficaci. Gli esseri umani si 
differenziano gli uni dagli altri peri livelli di espressione 
degli enzimi che metabolizzano i farmaci. Ciò si verifica 
sia a causa delle loro differenze genetiche sia a causa 
della loro precedente esposizione a substrati che hanno 
indotto la sintesi di elevati livelli di enzimi citocromo 
P-450 in quel dato individuo. L’etanolo e i barbiturici 
sono composti che condividono lo stesso enzima cito- 
cromo P-450. Fassunzione in modo sostenuto e per lun- 
ghi tempi di etanolo induce la sintesi di questo enzima 
citocromo P-450. Quindi, dato che i barbiturici vengono 
inattivati e eliminati più velocemente, sono necessarie 
dosi elevate di farmaco per ottenere gli stessi effetti te- 
rapeutici. Se un individuo assume questa dose più forte 
del normale di barbiturico e, nel frattempo, beve anche 
dell’etanolo, la competizione che si instaura tra etanolo 
e barbiturico per l'enzima presente in piccole quantità 
determina un’eliminazione più lenta del barbiturico e 
dell’etanolo. Il conseguente aumento dei livelli di questi 
due composti con effetti depressivi sul sistema nervoso 
centrale può diventare letale. Complicazioni simili in- 
sorgono quando un individuo assume due farmaci che 
siano inattivati dallo stesso enzima citocromo P-450. 
Ciascun farmaco aumenta la dose efficace dell’altro 
rallentandone l’inattivazione. È quindi essenziale per 
i medici e per i farmacisti conoscere tutto ciò che viene 
prescritto al paziente e tutti i farmaci, parafarmaci e 


> (segue) 
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integratori che acquista senza obbligo di prescrizione 
medica (anche la storia di eventuali situazioni di alco- 
lismo, di fumo o di esposizione a tossine ambientali). 

Le reazioni catalizzate da ossidasi a funzione mista de- 
scritte in questo capitolo sono coinvolte nella desatura- 


L’SCD degli animali (dei topi) ha un ruolo importante 
nello sviluppo della resistenza all’insulina, fenomeno che 
spesso accompagna l'insorgere dell'obesità e che precede 
lo sviluppo del diabete mellito di tipo 2. I topi hanno quat- 
tro tipi di isozimi, da SCD1 a SCD4, dei quali PSCDI1 è quel- 
lo più noto. La sua sintesi è indotta dagli acidi grassi saturi 
introdotti con la dieta, ma anche dall'azione di SREBP e di 
LXR, due proteine regolatrici del metabolismo lipidico che 
attivano la trascrizione degli enzimi che sintetizzano i lipi- 
di (descritti nel Paragrafo 21.4). I topi che esprimono for- 
me mutanti di SCD1 sono resistenti all’obesità indotta dal- 
la dieta e non sviluppano nemmeno il diabete in condizio- 
ni che causano l’insorgenza dell’obesità e del diabete in to- 
pi che esprimono una SCD1 normale. 

Gli epatociti dei mammiferi possono introdurre facil- 
mente un doppio legame nella posizione A? degli acidi gras- 
si, ma non possono introdurre altri doppi legami nella por- 
zione di catena carboniosa che sta tra l'atomo di carbonio 
C-10 e il carbonio metilico terminale. Quindi il linoleato, 
18:2 (A”!), e l’a-linolenato, 18:3 (A?!5), non possono es- 
sere sintetizzati dai mammiferi, ma sono prodotti nelle cel- 
lule vegetali. Le desaturasi delle piante capaci di introdur- 
re doppi legami a livello delle posizioni A!° e A! si trovano 
nel reticolo endoplasmatico e nei cloroplasti. Questi enzi- 
mi non agiscono sugli acidi grassi liberi, ma su un fosfolipi- 
de, la fosfatidilcolina, contenente almeno un oleato legato 
al glicerolo (Figura 21.14). Le piante e i batteri devono sin- 
tetizzare acidi grassi poliinsaturi per garantire fluidità alla 
membrana alle basse temperature. 

Dato che sono necessari come precursori per la biosin- 
tesi di altri prodotti, il linoleato e l’a-linolenato sono peri 
mammiferi acidi grassi essenziali, che devono essere ri- 
cavati da materiale vegetale presente nella dieta. Una volta 
ingeriti, i due acidi grassi possono essere convertiti in altri 
acidi polinsaturi, come il y-linolenato, l’eicosatrienoato e 
l’eicosatetraenoato (arachidonato), che possono essere sin- 
tetizzati soltanto partendo dal linoleato (Figura 21.12). Pa- 
rachidonato, 20:4 (A*#11!4), è un precursore essenziale di 
lipidi regolatori, gli eicosanoidi. Gli acidi grassi a 20 atomi 
di carbonio sono sintetizzati dal linoleato (e dall’a-linole- 
nato) tramite operazioni di allungamento degli acidi grassi 
analoghe a quelle descritte a pagina 860. 


e Glieicosanoidi si formano da acidi grassi poliinsaturi 

a venti atomi di carbonio 
Gli eicosanoidi sono una famiglia di molecole segnale mol- 
to potenti che agiscono come messaggeri a corto raggio sui 
tessuti vicini alle cellule che le hanno prodotte. In risposta 
a uno stimolo, che può essere di natura ormonale o meno, 
una specifica fosfolipasi A), presente nella maggior parte 


CAPITOLO 21 


Biosintesi dei lipidi 863 


zione degli acidi grassi (Figura 21.13), nella sintesi dei 
leucotrieni (Figura 21.16) e dei plasmalogeni (Figura 
21.30), nella conversione dello squalene in colesterolo 
(Figura 21.37) e nella sintesi degli ormoni steroidei 
(Figura 21.49). 


delle cellule dei mammiferi, agisce sui fosfolipidi di mem- 
brana, e rilascia l’arachidonato dal carbonio centrale del gli- 
cerolo. Enzimi del reticolo endoplasmatico liscio converto- 
no l’arachidonato in prostaglandine; il processo inizia con 
la formazione della prostaglandina H; (PGH), l'immediato 
precursore di molte altre prostaglandine e dei trombossani 
(Figura 21.15a). Le due reazioni che portano alla sintesi di 
PGHy; sono catalizzate da un enzima bifunzionale, la ciclo- 
ossigenasi (COX), detta anche prostaglandina H, sintasi. 
Nella prima di due tappe, l’attività cicloossigenasica intro- 
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Figura 21.14 Azione delle desaturasi delle piante. Le desaturasi 
delle piante ossidano l'oleato legato alla fosfatidilcolina, formando 
acidi grassi poliinsaturi. Alcuni dei prodotti vengono rilasciati per 
idrolisi dalla fosfatidilcolina. 
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Figura 21.15 La via“ciclica” dall’arachidonato alle 
prostaglandine e ai trombossani. (a) Dopo che l'arachidonato è 
stato rilasciato dai fosfolipidi a opera della fosfolipasi A,, le attività 
cicloossigenasica e perossidasica della COX (chiamata anche 
prostaglandina H, sintasi) catalizzano la produzione della PGH,, il 
precursore delle altre prostaglandine e dei trombossani. (b) L'aspirina 
inibisce la prima reazione acetilando un residuo di serina essenziale 


duce molecole di ossigeno nell’arachidonato e lo converte 
in PGG». La seconda tappa, catalizzata dall’attività perossi- 
dasica della COX, converte la PGG, in PGH,. 

I mammiferi hanno due forme isozimatiche della pro- 
staglandina H,; sintasi, la COX-1 e la COX-2. Esse svolgono 
funzioni diverse, ma hanno sequenze amminoacidiche mol- 
to simili (dal 60% al 65% di identità di sequenza) e mecca- 
nismi simili di reazione a livello dei due centri catalitici. 
La COX-1 è responsabile della sintesi delle prostaglandine 
che regolano la secrezione della mucina gastrica, mentre la 


per l'attività dell'enzima. L'ibuprofene e il naproxene inibiscono la 
stessa reazione, probabilmente perché la loro struttura è simile a 
quella del substrato o a un intermedio della reazione. (c) Inibitori 
specifici dell'attività cicloossigenasica della COX-2, utilizzati per lenire 
il dolore (vedi il testo). A causa dei loro effetti collaterali sul sistema 
cardiovascolare, il Vioxx è stato ritirato dal commercio nel 2004 e il 
Bextra nel 2005. 


COX-2 è responsabile della sintesi delle prostaglandine che 
mediano l’infiammazione, il dolore e la febbre. 


Il dolore si può alleviare inibendo la COX-2. Il pri- 
Ea mo farmaco reso disponibile sul mercato a questo 
scopo è stata l’aspirina (acetilsalicilato; Figura 
21.15b). Il nome aspirina (da a per acetile, spir per Spirsatre, 
il termine tedesco per salicilato, estratto dalla pianta Spi- 
raea ulmaria) fu impiegato per la prima volta nel 1899, 


quando fu introdotta sul mercato dalla ditta Bayer. L'aspi- 
rina blocca irreversibilmente l’attività cicloossigenasica di 
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Figura 21.16 La via“lineare” dall’arachidonato ai leucotrieni. 


ambedue gli isozimi COX, acetilando un residuo di serina, 
e bloccando i siti attivi di ambedue gli enzimi. Viene quin- 
di inibita la sintesi delle prostaglandine e dei trombossani. 
Libuprofene, un altro farmaco antinfiammatorio di largo 
uso, appartenente alla categoria dei farmaci antinfiamma- 
tori non steroidei (FANS; Figura 21.15b), inibisce gli stessi 
due isozimi. Però, l’inibizione della COX-1 può produrre 
effetti indesiderati, soprattutto irritazione allo stomaco, 
ma anche altri effetti più gravi. Negli anni ’90, dopo la ri- 
soluzione della struttura cristallina della COX-1 e della 
COX-2, sono stati sviluppati composti FANS dotati di mag- 
gior specificità per la COX-2 per la terapia del dolore. Tre 
di questi farmaci sono stati approvati: il rofecoxib (Vioxx), 
il valdecoxib (Bextra), e il celecoxib (Celebrex) (Figura 
21.15c). Immessi sul mercato alla fine degli anni ’90 i nuo- 
vi composti si rivelarono subito un successo per le case far- 
maceutiche che li producevano. Ma l'entusiasmo si mutò 
in delusione quando sia la medicina pratica che studi clini- 
ci dimostrarono una certa correlazione tra l’uso di quei far- 
maci e il rischio di un attacco di cuore o di un ictus. I moti- 
vi non sono stati chiariti, ma alcuni ricercatori pensano che 
l’inibizione della COX-2 possa alterare il bilancio tra il livel- 
lo dell'ormone prostaciclina, che dilata i vasi sanguigni, im- 
pedisce la coagulazione del sangue e diminuisce per azione 
degli inibitori della COX-2, e quello dei trombossani, pro- 
dotti dalla via metabolica che coinvolge la COX-2, che favo- 
riscono la coagulazione sanguigna. Il Vioxx è stato ritirato 
dal commercio nel 2004, il Bextra subito dopo. Il Celebrex, 
ancora in commercio, viene usato con sempre maggior cau- 
tela. O 

La trombossano sintasi, presente nelle piastrine 
(trombociti), converte la PGH, in trombossano A), da cui 
derivano gli altri trombossani (Figura 21.15a). I trombos- 
sani inducono costrizione dei vasi sanguigni e aggregazio- 
ne piastrinica, le tappe iniziali della coagulazione del san- 
gue. Piccole dosi di aspirina, prese regolarmente, riducono 
la probabilità di attacchi cardiaci e di ictus, poiché riduco- 
no la produzione di trombossani. 

I trombossani, come le prostaglandine, contengono un 
anello a cinque o sei atomi. La via metabolica che dall’ara- 
chidonato porta alla loro sintesi talvolta è detta “ciclica”, 
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per distinguerla da quella “lineare”, che dall’arachidonato 
porta alla sintesi dei leucotrieni, che sono invece compo- 
sti lineari (Figura 21.16). La sintesi dei leucotrieni inizia con 
l'intervento di alcune lipoossigenasi, che catalizzano l’incor- 
porazione dell'ossigeno molecolare nell’arachidonato. Que- 
sti enzimi si trovano nel cuore, nel cervello, nei polmoni e 
nella milza, sono ossidasi a funzione mista e appartengono 
alla famiglia dei citocromi P-450 (Box 21.1). I diversi leuco- 
trieni differiscono per la posizione del perossido introdot- 
to dalle lipoossigenasi. Questa via metabolica lineare che 
inizia dall’arachidonato, al contrario della via ciclica, non è 
inibita dall’aspirina e dagli altri farmaci FANS. 

Anche le piante possiedono importanti molecole segna- 
le derivate dagli acidi grassi. Come negli animali, la tappa 
iniziale della via di segnalazione comporta l’attivazione di 
una specifica fosfolipasi. Nelle piante l'acido grasso rilascia- 
to, che funge da substrato, è l’a-linolenato.Una lipoossige- 
nasi catalizza poi la prima tappa della via che converte il li- 
nolenato in jasmonato, una sostanza nota per agire da se- 
gnale di difesa contro gli insetti, o da segnale di resistenza 
ai funghi patogeni o da segnale di maturazione del polline. 
Lo jasmonato (vedi la Figura 12.33) è anche coinvolto nel- 
la germinazione dei semi, nella crescita delle radici, e nello 
sviluppo della frutta e dei semi. 


SOMMARIO 21.1 
Biosintesi degli acidi grassi e degli eicosanoidi 

e Gli acidi grassi saturi a lunga catena sono sintetizzati a 
partire dall’acetil-CoA da un sistema citosolico costitui- 
to da sei attività enzimatiche più una proteina traspor- 
tatrice di acili (ACP). Esistono due tipi di acido grasso 
sintasi. La FAS I, che si trova nei vertebrati e nei fun- 
ghi, consiste di polipeptidi multifunzionali. La FAS II è 
un sistema di proteine dissociate, presente nei batteri e 
nelle piante. Ambedue contengono due tipi di gruppi 
—SH (uno fornito dalla fosfopanteteina dell’ACB, e l’al- 
tro da un residuo di Cys della B-chetoacil-ACP sintasi), 
che fungono da trasportatori degli intermedi degli acidi 
grassi. 

e Il malonil-ACP, che si forma da acetil-CoA (provenien- 
te dai mitocondri) e da CO;, condensa con un acetile 
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legato alla Cys—SH, per formare l’acetoacetil-ACP, col 
contemporaneo rilascio della CO;. Segue la riduzione 
del derivato p-ft-ossidrilico, la deidratazione ad acil-ACP 
trans-A°-insaturo, e infine la riduzione di quest'ultimo 
per formare il butirril-ACP. In entrambe le riduzioni, 
il donatore di elettroni è il NADPH. La sintesi di acidi 
grassi è regolata a livello della formazione di malonil- 
CoA. 

e Altre sei molecole di malonil-ACP reagiscono a livello 
della terminazione carbossilica della catena nascente 
dell’acido grasso, per formare il palmitil-ACP, il prodot- 
to finale della reazione di sintesi degli acidi grassi. Il 
palmitato libero si forma per idrolisi. 

e Il palmitato può essere allungato, per dare lo stearato a 
18 atomi di carbonio. Il palmitato e lo stearato possono 
essere desaturati per dare, rispettivamente, palmitole- 
ato e oleato, per azione di ossidasi a funzione mista. 

e I mammiferi non sono in grado di sintetizzare il lino- 
leato, che devono ottenere dai vegetali della dieta. Essi 
convertono il linoleato esogeno in arachidonato, pre- 
cursore degli eicosanoidi (prostaglandine, trombossa- 
ni, e leucotrieni), una famiglia di potenti molecole se- 
gnale. La sintesi delle prostaglandine e dei trombossa- 
ni è inibita dai farmaci FANS, che agiscono sull’attività 
cicloossigenasica della prostaglandina H, sintasi. 


Biosintesi dei triacilgliceroli 


La maggior parte degli acidi grassi sintetizzati o ingeriti 
da un organismo va incontro a uno di questi due destini: 
incorporazione nei triacilgliceroli per la conservazione 
della loro energia metabolica oppure incorporazione nei 
fosfolipidi, i componenti delle membrane. La scelta tra i 
due diversi destini a cui possono andare incontro gli aci- 
di grassi dipende dalle necessità dell'organismo. Durante 
una rapida crescita la sintesi di nuove membrane gene- 
ra una notevole richiesta di fosfolipidi; gli organismi che 
hanno soddisfatto il loro bisogno energetico e che non so- 
no in una fase di crescita particolarmente attiva destina- 
no molti degli acidi grassi verso la loro forma di conserva- 
zione. Entrambe le vie partono dallo stesso punto: la for- 
mazione di esteri del glicerolo con acidi grassi. In questa 
sezione esamineremo la via che porta ai triacilgliceroli, 
la sua regolazione e la produzione di glicerolo 3-fosfato 
nel processo della gliceroneogenesi. 


e Itriacilgliceroli e i glicerofosfolipidi sono sintetizzati 
a partire da precursori comuni 

Gli animali possono sintetizzare e conservare grandi quan- 
tità di triacilgliceroli da utilizzare in seguito come riserve 
energetiche (vedi il Box 171). Nell'uomo, nel fegato e nel 
muscolo possono essere conservate solo poche centinaia 
di grammi di glicogeno, sufficienti soltanto per i fabbisogni 
energetici dell'organismo per un periodo di circa 12 ore. In- 
vece la quantità totale di triacilgliceroli che è possibile con- 
servare in un uomo di corporatura media (circa 70 kg), è in- 
torno ai 15 kg, sufficienti per le richieste energetiche basali 
dell’organismo per un periodo di almeno 12 settimane (vedi 
la Tabella 23.5). I triacilgliceroli possiedono il maggior con- 
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tenuto energetico tra le sostanze di riserva, più di 38 kJ/g. I 
carboidrati che non possono essere conservati sotto forma 
di glicogeno sono convertiti in triacilgliceroli e trasferiti al 
tessuto adiposo. Anche le piante producono triacilgliceroli 
come forma di conservazione di energia, e li immagazzina- 
no principalmente nei frutti, nelle noci e nei semi. 

I triacilgliceroli e i glicerofosfolipidi, come la fosfatidi- 
letanolammina, vengono prodotti nei tessuti animali a par- 
tire da due precursori (gli acil-CoA e l’L-glicerolo 3-fosfa- 
to) mediante una serie di reazioni enzimatiche. Il glicerolo 
3-fosfato si forma per la maggior parte nel citosol a partire 
dall’intermedio glicolitico diidrossiacetone fosfato (DHAP) 
per azione della glicerolo 3-fosfato deidrogenasi NAD- 
dipendente citosolica; una piccola quantità di glicerolo 
3-fosfato si forma anche nel fegato e nel rene, dal glicerolo 
a opera della glicerolo chinasi (Figura 21.17). Gli altri pre- 
cursori dei triacilgliceroli sono gli acil-CoA, che si formano 
dagli acidi grassi in una reazione catalizzata dall’acil-CoA 
sintetasi, lo stesso enzima che attiva gli acidi grassi per farli 
entrare nella B ossidazione (vedi la Figura 175). 

La prima fase della biosintesi dei triacilgliceroli è l’aci- 
lazione di due gruppi ossidrilici liberi di L-glicerolo 3-fosfa- 
to con due molecole di acil-CoA per generare diacilglice- 
rolo 3-fosfato, meglio conosciuto col nome di acido fo- 
sfatidico o fosfatidato (Figura 21.17). L'acido fosfatidico 
è presente solo in tracce nella cellula, ma è comunque un 
intermedio fondamentale per la sintesi dei lipidi. Esso può 
essere convertito in triacilglicerolo o in glicerofosfolipide. 
Nella via che porta alla formazione di triacilgliceroli, il fo- 
sfatidato viene idrolizzato dalla fosfatidato fosfatasi per 
formare 1,2-diacilglicerolo (Figura 21.18). I diacilgliceroli 
possono essere convertiti in triacilgliceroli per transesteri- 
ficazione con una terza molecola di acil-CoA. 


e Neglianimalila biosintesi dei triacilgliceroli è regolata 
dagli ormoni 

Nell'uomo la quantità del grasso corporeo rimane relati- 
vamente costante per lunghi periodi di tempo, anche se vi 
possono essere lievi variazioni in relazione alle fluttuazio- 
ni della quantità di calorie assunte. I carboidrati, i grassi, 
o le proteine assunti in eccesso rispetto alle richieste ener- 
getiche vengono immagazzinati sotto forma di triacilglice- 
roli, che potranno essere utilizzati in seguito nei periodi di 


digiuno. 
li sono regolate in modo coordinato e comple- 

mentare, e la via che viene favorita dipende dal- 
le risorse metaboliche dell'organismo e dalle necessità del 
momento. La velocità della biosintesi dei triacilgliceroli è 
controllata dall’azione di diversi ormoni. L’insulina, per 
esempio, facilita la conversione di carboidrati in triacilgli- 
ceroli (Figura 21.19). Le persone affette da diabete melli- 
to, che presentano un difetto di secrezione di insulina, non 
solo non sono in grado di riutilizzare il glucosio in modo 
corretto, ma non sono nemmeno in grado di sintetizzare 
i triacilgliceroli dai carboidrati o dagli amminoacidi. Se 
questi pazienti non vengono trattati, si osserva un’accele- 
razione nella velocità di ossidazione degli acidi grassi e di 
formazione di corpi chetonici (Capitolo 17), per cui essi 
tendono a perdere peso. O 


La biosintesi e la degradazione dei triacilglicero- 
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Figura 21.17 La via biosintetica del fosfatidato. Un gruppo 
acilico viene prima attivato mediante la formazione di acil-CoA e poi 
trasferito attraverso un legame estere all'.-glicerolo 3-fosfato formato 
in una delle due vie indicate. L'acido fosfatidico è mostrato nella 
figura con la corretta stereochimica a livello del C-2 della molecola del 
glicerolo. (Il prodotto intermedio con un solo gruppo acilico grasso 
esterificato è l'acido lisofosfatidico.) Per risparmiare spazio, nelle 
figure successive (e anche nella Figura 21.14), entrambi i gruppi acilici 
dei glicerofosfolipidi e tutti e tre i gruppi acilici dei triacilgliceroli sono 
posti a destra. 
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Figura 21.18 L'acido fosfatidico nella 
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Figura 21.19 Regolazione della sintesi dei triacilgliceroli da 
parte dell’insulina. L'insulina stimola la conversione dei carboidrati 
della dieta in proteine e grassi. | soggetti affetti da diabete mellito 
hanno una carenza di insulina o sono insensibili a essa. Ciò determina 
una diminuita sintesi degli acidi grassi e l'acetil-CoA che deriva dal 
catabolismo dei carboidrati e delle proteine viene dirottato verso 

la produzione dei corpi chetonici. | pazienti con una grave forma di 
chetosi emanano un odore di acetone, una condizione che talvolta 
viene scambiata per ubriachezza (pagina 982). 
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Un ulteriore fattore che favorisce l’equilibrio tra biosin- 
tesi e degradazione dei triacilgliceroli è dato dal fatto che 
circa il 75% degli acidi grassi rilasciati dalla lipolisi viene 
esterificato una seconda volta a triacilgliceroli e non utiliz- 
zato come combustibile. Questo riciclaggio si mantiene an- 
che in condizioni di digiuno, quando il metabolismo energe- 
tico viene smistato dall’utilizzo dei carboidrati all’ossidazio- 
ne degli acidi grassi. Parte del riciclaggio degli acidi grassi 
si ha nel tessuto adiposo, dove la riesterificazione impedi- 
sce il loro rilascio nel flusso sanguigno; un’altra parte avvie- 
ne in un ciclo sistemico nel quale gli acidi grassi liberi so- 
no trasferiti nel fegato, riciclati a triacilglicerolo, esportati 
nuovamente nel sangue (il trasporto dei lipidi nel sangue 
è trattato nella Sezione 21.4), e riacquisiti dal tessuto adi- 
poso dopo essere stati liberati per azione della lipoprotei- 
na lipasi extracellulare (Figura 21.20; vedi anche la Figura 
171). Il flusso attraverso questo ciclo del triacilglicerolo 
tra tessuto adiposo e fegato può essere assai contenuto se 
sono disponibili altre sostanze nutrienti e il rilascio di aci- 
di grassi dal tessuto adiposo è limitato, ma, come abbiamo 
già notato, la proporzione degli acidi grassi che vengono di 
nuovo esterificati rimane grosso modo costante al 75% in 
ogni condizione metabolica. La quantità di acidi grassi li- 
beri nel sangue riflette sia la velocità di rilascio degli acidi 
grassi, sia l'equilibrio tra la sintesi e la demolizione dei tria- 
cilgliceroli nel tessuto adiposo e nel fegato. 

Quando la mobilizzazione degli acidi grassi diventa ne- 
cessaria per soddisfare le necessità energetiche dell’organi- 
smo, il loro rilascio da parte del tessuto adiposo viene sti- 
molato dagli ormoni glucagone e adrenalina (vedi le Figure 
173 e 1713). Simultaneamente, questi segnali ormonali de- 
terminano la riduzione della velocità della glicolisi e l’incre- 
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Figura 21.20 Il ciclo del triacilglicerolo. Nei mammiferi, durante 

il digiuno, le molecole di triacilglicerolo sono prima degradate e poi 
nuovamente sintetizzate in un ciclo del triacilglicerolo. Parte degli 
acidi grassi rilasciati dalla lipolisi dei triacilgliceroli nel tessuto adiposo 
passa nel flusso sanguigno, mentre la parte restante viene impiegata 
per essere di nuovo sintetizzata come triacilgliceroli. Parte degli acidi 
grassi rilasciati nel sangue viene utilizzata come fonte di energia 

(per esempio nel muscolo) e parte viene assorbita dal fegato per la 
sintesi di triacilgliceroli. | triacilgliceroli formati nel fegato passano nel 
sangue e sono trasportati al tessuto adiposo dove una lipoproteina 
lipasi extracellulare rilascia gli acidi grassi. Gli adipociti assorbono gli 
acidi grassi e li riesterificano a triacilglicerolo. 
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mento della velocità della gluconeogenesi nel fegato (for- 
nendo glucosio per il cervello, come vedremo meglio nel Ca- 
pitolo 23). Gli acidi grassi rilasciati sono assorbiti da alcuni 
tessuti, fra i quali il muscolo, dove vengono ossidati per la 
produzione di energia. Per la maggior parte gli acidi grassi 
assunti dal fegato non sono ossidati, ma vengono riciclati a 
triacilgliceroli e riportati al tessuto adiposo. 

La funzione di questo ciclo apparentemente futile (i cicli 
futili sono stati esaminati nel Capitolo 15) del triacilglicero- 
lo non è ancora ben conosciuta. Alcune spiegazioni potreb- 
bero emergere da ulteriori conoscenze su come il ciclo del 
triacilglicerolo venga sostenuto e regolato in modo coordi- 
nato dal metabolismo in due organi separati. Per esempio, 
una velocità eccessiva del ciclo del triacilglicerolo (gli acidi 
grassi che sono riconvertiti in triacilglicerolo e non ossida- 
ti come combustibile) potrebbe rappresentare una riserva 
di energia presente nel flusso sanguigno durante il digiu- 
no, una riserva mobilizzabile più velocemente in caso di 
emergenza, rispetto ai triacilgliceroli ancora immagazzinati. 

Il costante riciclaggio di triacilgliceroli nel tessuto adi- 
poso anche durante periodi di digiuno solleva una secon- 
da domanda: qual è la fonte di glicerolo 3-fosfato richiesta 
da questo processo? Come già osservato, in queste condi- 
zioni la glicolisi viene interrotta dall’azione di glucagone 
e adrenalina, e quindi la disponibilità di DHAP è scarsa; il 
glicerolo rilasciato durante la lipolisi non può essere diret- 
tamente convertito in glicerolo 3-fosfato nel tessuto adipo- 
so, in quanto queste cellule sono prive della glicerolo chi- 
nasi (Figura 21.17). Come viene quindi prodotto il glicero- 
lo 3-fosfato necessario? La risposta è in una via metabolica 
scoperta da più di tre decenni, ma che ha ricevuto fino a 
poco tempo fa ben poca attenzione; questa via è collegata 
al ciclo del triacilglicerolo e, in senso lato, all'equilibrio tra 
il metabolismo degli acidi grassi e quello dei carboidrati. 


e Iltessuto adiposo genera il glicerolo 3-fosfato mediante 

la gliceroneogenesi 
La gliceroneogenesi è una versione accorciata della gluco- 
neogenesi: da piruvato a DHAP (vedi la Figura 14.17), se- 
guita dalla conversione del DHAP in glicerolo 3-fosfato per 
azione della glicerolo 3-fosfato deidrogenasi NAD-dipen- 
dente del citosol (Figura 21.21). Il glicerolo 3-fosfato vie- 
ne successivamente utilizzato nella sintesi del triacilglice- 
rolo. La gliceroneogenesi fu scoperta negli anni ’60 da Lea 
Reshef, Richard Hanson e John Ballard e contemporanea- 
mente da Eleazar Shafrir e collaboratori, che furono incu- 
riositi dalla presenza di due enzimi gluconeogenetici, la pi- 
ruvato carbossilasi e la fosfoenolpiruvato (PEP) carbossi- 
chinasi, nel tessuto adiposo, dove non viene sintetizzato il 
glucosio. Dopo un lungo periodo di scarsa attenzione, l’inte- 
resse per questa via si è riacceso in seguito alla dimostrazio- 
ne dell’esistenza di un collegamento tra la gliceroneogenesi 
e la comparsa del diabete tipo 2, come vedremo in seguito. 

La gliceroneogenesi ha diversi ruoli. Nel tessuto adipo- 
so, accoppiata alla riesterificazione degli acidi grassi, con- 
trolla la velocità di rilascio nel sangue degli acidi grassi. Nel 
tessuto adiposo bruno, la stessa via può controllare la ve- 
locità con cui gli acidi grassi liberi sono importati nei mito- 
condri per essere impiegati nella termogenesi (vedi la Figu- 
ra 19.36). Nell'uomo a digiuno la gliceroneogenesi nel so- 
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pre 9 Figura 21.21 Gliceroneogenesi. 
La via è essenzialmente una versione 
abbreviata della gluconeogenesi, 
dal piruvato al diidrossiacetone 
fosfato (DHAP), a cui fa seguito la 
| conversione del DHAP in glicerolo 
3-fosfato, che viene usato per la 
sintesi del triacilglicerolo. 
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lo fegato sintetizza una quantità di glicerolo 3-fosfato suf- 
ficiente alla riesterificazione del 65% degli acidi grassi in 
triacilglicerolo. 

Il flusso del ciclo del triacilglicerolo tra fegato e tessuto 
adiposo è controllato in gran parte dall’attività della PEP 
carbossichinasi, che limita la velocità sia della gluconeoge- 
nesi che della gliceroneogenesi. Gli ormoni glucocorticoidi 
come il cortisolo (uno steroide biologico derivato dal cole- 
sterolo; vedi la Figura 21.48) e il dexametasone (un gluco- 
corticoide sintetico) regolano i livelli della PEP carbossi- 
chinasi nel fegato e nel tessuto adiposo. Agendo attraverso 
il recettore dei glucocorticoidi, questi ormoni steroidei au- 
mentano l’espressione del gene che codifica la PEP carbos- 
sichinasi nel fegato, incrementando quindi la velocità del- 
la gluconeogenesi e della gliceroneogenesi (Figura 21.22). 
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La stimolazione della gliceroneogenesi porta all’incre- 
mento della sintesi di molecole di triacilglicerolo nel fega- 
to e al loro rilascio nel sangue. Nello stesso tempo i gluco- 
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corticoidi sopprimono l’espressione del gene che codifica 
la PEP carbossichinasi del tessuto adiposo. Come risultato 
si ha una riduzione della gliceroneogenesi nel tessuto adi- 
poso; conseguentemente si riduce il riciclaggio degli acidi 
grassi e nel sangue viene rilasciata una maggiore quanti- 
tà di acidi grassi liberi. La gliceroneogenesi è regolata in 
modo reciproco nel fegato e nel tessuto adiposo influen- 
zando il metabolismo dei lipidi in modo opposto: una ri- 
dotta velocità della gliceroneogenesi nel tessuto adiposo 
determina un maggiore rilascio di acidi grassi liberi (an- 
ziché il riciclaggio), mentre nel fegato una maggiore ve- 
locità del processo provoca un’accelerazione della sinte- 
si e dell’esportazione dei triacilgliceroli. Il risultato com- 
plessivo è un incremento del flusso attraverso il ciclo del 
triacilglicerolo. Quando non sono più presenti i glucocor- 
ticoidi, il flusso attraverso il ciclo diminuisce per effetto 
dell’aumento dell'espressione della PEP carbossichinasi 
nel tessuto adiposo e della sua diminuzione nel fegato. 


e Itiazolidinedioni sono farmaci efficaci contro il diabete 
di tipo 2 perché aumentano la gliceroneogenesi 


Pattenzione rivolta recentemente alla gliceroneo- 
Ea genesi è in parte dovuta alla correlazione tra que- 

sta via metabolica e il diabete. Alti livelli di acidi 
grassi nel sangue interferiscono con l'utilizzo del glucosio 
nel muscolo e promuovono la resistenza all’insulina, che 
porta al diabete di tipo 2. Una nuova classe di farmaci, chia- 
mati tiazolidinedioni, riduce i livelli degli acidi grassi cir- 
colanti e aumenta la sensibilità all’insulina. I tiazolidinedio- 
ni promuovono l’induzione della PEP carbossichinasi del 
tessuto adiposo (Figura 21.22), portando a un aumento del- 
la sintesi dei precursori della gliceroneogenesi. L'effetto te- 
rapeutico dei tiazolidinedioni è dovuto, almeno in parte, 
all'aumento della gliceroneogenesi, che a sua volta aumen- 
ta la risintesi dei triacilgliceroli nel tessuto adiposo, e ridu- 
ce il rilascio degli acidi grassi liberi dal tessuto adiposo nel 
sangue. Gli effetti benefici di uno di questi farmaci, il rosi- 
glitazone (Avandia), tuttavia, sono almeno in parte contro- 
bilanciati dall'aumento del rischio di attacchi di cuore per 
motivi ancora non chiari. Le indagini su questo farmaco so- 
no ancora in corso ed esso è disponibile solamente attraver- 
so un sistema di distribuzione molto controllato. O 
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Biosintesi dei triacilgliceroli 
e Itriacilgliceroli si formano dalla reazione tra due mo- 
lecole di acil-CoA con il glicerolo 3-fosfato con produ- 
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Figura 21.22 Regolazione della gliceroneogenesi. 

(a) Gli ormoni glucocorticoidi stimolano la gliceroneogenesi 

e la gluconeogenesi nel fegato, mentre inibiscono la 
gliceroneogenesi nel tessuto adiposo (attraverso la regolazione 
reciproca del gene che codifica la PEP carbossichinasi, PEPCK, nei 
due tessuti); in tal modo viene incrementato il flusso attraverso 

il ciclo del triacilglicerolo. Il glicerolo liberato dalla demolizione 
del triacilglicerolo nel tessuto adiposo viene rilasciato nel sangue 
e trasportato al fegato, dove viene convertito principalmente in 
glucosio, sebbene una certa quantità sia convertita in glicerolo 
3-fosfato dalla glicerolo chinasi. (b) Una classe di farmaci 
chiamati tiazolidinedioni è utilizzata per il trattamento del 
diabete di tipo 2. In questa malattia, l'elevata quantità di acidi 
grassi liberi nel sangue interferisce con l'utilizzo del glucosio 

da parte del muscolo e promuove la resistenza all'insulina. 

I tiazolidinedioni attivano un recettore nucleare chiamato 
recettore y attivato dal proliferatore dei perossisomi (PPARy), che 
induce l'attività della PEP carbossichinasi. L'azione terapeutica 
dei tiazolidinedioni consiste nell'incrementare la velocità 

della gliceroneogenesi, aumentando, quindi, la risintesi del 
triacilglicerolo nel tessuto adiposo e riducendo la quantità di 
acidi grassi liberi nel sangue. 
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zione di acido fosfatidico; questo composto viene poi 
defosforilato a diacilglicerolo e quindi acilato con una 
terza molecola di acil-CoA per produrre il triacilglice- 
rolo. 

e La sintesi e la degradazione del triacilglicerolo sono re- 
golate dagli ormoni. 

e La mobilizzazione e il riciclaggio delle molecole di tria- 
cilglicerolo costituiscono il ciclo del triacilglicerolo. I 
triacilgliceroli vengono risintetizzati dagli acidi grassi 
liberi e dal glicerolo 3-fosfato anche durante il digiu- 
no. Il diidrossiacetone fosfato, precursore del glicerolo 
3-fosfato, viene prodotto dal piruvato attraverso la gli- 
ceroneogenesi. 


Biosintesi dei fosfolipidi dimembrana 


Nel Capitolo 10 abbiamo visto che le due classi principali di 
fosfolipidi di membrana sono i glicerofosfolipidi e gli sfingo- 
lipidi. Abbiamo notato che è possibile costruire molte specie 
diverse di fosfolipidi combinando acidi grassi e teste polari 
diverse con gli scheletri carboniosi costituiti da glicerolo 0 
da sfingosina (vedi le Figure 10.9 e 10.13). Tutte le vie bio- 
sintetiche hanno alcune caratteristiche di base in comune. 
In generale, la produzione dei fosfolipidi da precursori sem- 
plici richiede: (1) la sintesi dello scheletro carbonioso (glice- 
rolo o sfingosina); (2) il legame degli acidi grassi allo schele- 
tro, mediante legami ammidici ed esterici; (3) l'aggiunta di 
una testa polare idrofilica unita allo scheletro mediante un 
ponte fosfodiestere e, in alcuni casi, (4) la modificazione o lo 
scambio della testa polare per produrre il fosfolipide finale. 
Nelle cellule degli eucarioti la sintesi dei fosfolipidi av- 
viene principalmente sulla superficie del reticolo endopla- 
smatico liscio e della membrana mitocondriale interna. Al- 
cune delle molecole di fosfolipidi di nuova sintesi rimango- 
no sulla membrana del reticolo, ma la maggior parte è de- 
stinata ad altre localizzazioni cellulari. Il processo che con- 
sente ai fosfolipidi insolubili in acqua di spostarsi dal sito di 
sintesi al punto in cui svolgono la loro funzione non è an- 
cora del tutto conosciuto, ma al termine di questa sezione 
vedremo alcuni meccanismi identificati negli ultimi anni. 


e Lecelluleutilizzano due strategie per legare 

le teste polari ai fosfolipidi 
Le prime tappe della sintesi dei glicerofosfolipidi sono le 
stesse della sintesi dei triacilgliceroli (Figura 21.17): due 
gruppi acilici vengono esterificati al C-1 e C-2 dell’1-glice- 
rolo-3-fosfato, per formare l’acido fosfatidico. Di solito, ma 
non sempre, l'acido grasso in C-1 è saturo e quello in C-2 è 
insaturo. Una seconda via che porta all’acido fosfatidico è 
la fosforilazione di un diacilglicerolo da parte di una spe- 
cifica chinasi. 

La testa polare dei glicerofosfolipidi viene legata trami- 
te un legame fosfodiestere, in cui ciascuno dei due ossidrili 
alcolici (uno sulla testa polare e l’altro sul C-3 del glicero- 
lo) forma un estere con l’acido fosforico (Figura 21.23). Nel 
processo biosintetico, uno degli ossidrili viene prima atti- 
vato legandosi a un nucleotide, la citidina difosfato (CDP). 
La citidina monofosfato (CMP) viene poi rilasciata in se- 
guito a un attacco nucleofilico da parte dell’altro ossidrile 
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Figura 21.23 Legame della testa polare. La testa polare dei 


fosfolipidi viene legata al diacilglicerolo con un ponte fosfodiestere 


che si forma quando l'acido fosforico si condensa con due alcoli, 
eliminando due molecole di acqua. 
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(Figura 21.24). Il CDP si lega al 
diacilglicerolo, generando una 
forma attivata dell’acido fosfa- 
tidico, il CDP-diacilglicerolo 
(strategia 1) oppure al grup- 
po ossidrilico della testa pola- 
re (strategia 2). Le cellule euca- 
riotiche adottano ambedue le 
strategie, mentre i batteri adot- 
tano solo la prima. Fimportan- 
za dei nucleotidi della citidina 
nella biosintesi dei lipidi fu ri- 
conosciuta da Eugene P Ken- 
nedy nei primi anni ’60. È per questo motivo che questa via 
viene di solito chiamata “via Kennedy”. 


| ge 


Eugene P. Kennedy, 
1919-2011 


e Lasintesi dei fosfolipidi in £. coli utilizza 
il CDP-diacilglicerolo 

La prima strategia utilizzata per l'attacco della testa polare 
nella sintesi della fosfatidilserina è esemplificata dalla sin- 
tesi della fosfatidilserina, della fosfatidiletanolammina e del 
fosfatidilglicerolo in E. coli. Il diacilglicerolo viene attivato 
per condensazione dell’acido fosfatidico col CT con elimi- 
nazione del pirofosfato e formazione del CDP-diacilglicero- 
lo (Figura 21.25). Il distacco del CMP a seguito dell’attacco 
nucleofilico del gruppo ossidrilico della serina o del gruppo 
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Figura 21.24 Due strategie per la formazione del ponte fosfodiestere nei fosfolipidi. In entrambi i casi la CDP 
fornisce il gruppo fosfato necessario per la formazione del legame fosfodiestere. 
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tramite l'intermedio CDP-diacilglicerolo (strategia 1 nella Figura 
21.24). Per i fosfolipidi diversi dalla fosfatidilserina, la testa polare 
viene ulteriormente modificata, come mostrato nella figura. PG sta 
per fosfatidilglicerolo; PS sta per fosfatidilserina. 
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Figura 21.26 Sintesi della cardiolipina e 
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(0) 
del fosfatidilinositolo negli eucarioti. Questi Il 
glicerofosfolipidi vengono sintetizzati usando la CHa=0=C=R° 
strategia 1 della Figura 21.24. Il fosfatidilglicerolo è 


sintetizzato come nei batteri (vedi la Figura 21.25). 
PI indica il fosfatidilinositolo. 
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ossidrilico in C-1 del glicerolo 3-fosfato produce rispettiva- 
mente la fosfatidilserina o il fosfatidilglicerolo 3-fosfato. 
Quest'ultimo viene ulteriormente modificato, per scissione 
del monoestere fosforico (con rilascio del P;), per produrre 
il fosfatidilglicerolo. 

La fosfatidilserina e il fosfatidilglicerolo sono i precurso- 
ri di altri lipidi di membrana dei batteri (Figura 21.25). La 
decarbossilazione del residuo di serina della fosfatidilserina 
produce la fosfatidiletanolammina. In E. coli, la condensa- 
zione di due molecole di fosfatidilglicerolo, con eliminazio- 
ne di una molecola di glicerolo, forma la cardiolipina, nella 
quale due diacilgliceroli sono uniti a un’unica testa polare. 


e Glieucarioti sintetizzano fosfolipidi anionici 

dal CDP-diacilglicerolo 
Negli eucarioti, il fosfatidilglicerolo, la cardiolipina, e i fosfa- 
tidilinositoli (tutti fosfolipidi anionici; vedi la Figura 10.9) 
sono sintetizzati seguendo la stessa strategia usata dai bat- 
teri per la sintesi dei fosfolipidi. Il fosfatidilglicerolo è sinte- 
tizzato esattamente come nei batteri. La sintesi della cardio- 
lipina negli eucarioti è leggermente diversa. Il fosfatidilgli- 
cerolo condensa con il CDP-diacilglicerolo (Figura 21.26), 
non con un’altra molecola di fosfatidilglicerolo, come in 
E. coli (Figura 21.25). 

Il fosfatidilinositolo è sintetizzato per condensazione 
del CDP-diacilglicerolo con l’inositolo (Figura 21.26). Spe- 
cifiche fosfatidilinositolo chinasi poi convertono il fosfa- 


tidilinositolo nei suoi derivati fosforilati. Il fosfatidilinosi- 
tolo e i suoi derivati fosforilati svolgono un ruolo centrale 
nel processo di trasduzione dei segnali negli eucarioti (ve- 
di le Figure 12.10 e 12.16). 


e Neglieucariotile vie di sintesi della fosfatidilserina, 

della fosfatidiletanolammina e della fosfatidilcolina 

sono collegate 
I lieviti, così come i batteri, possono produrre la fosfati- 
dilserina per condensazione del CDP-diacilglicerolo con 
la serina, e possono sintetizzare la fosfatidiletanolammi- 
na dalla fosfatidilserina in una reazione catalizzata dalla 
fosfatidilserina decarbossilasi (Figura 21.27). La fosfati- 
ditiletanolammina può essere convertita in fosfatidilco- 
lina (lecitina) per aggiunta di tre gruppi metilici al suo 
gruppo amminico; il donatore dei gruppi amminici è la 
S-adenosilmetionina (vedi la Figura 18.18) per tutte e tre 
le reazioni di metilazione. Le vie che portano alla sintesi 
della fosfatidilcolina e della fosfatidiletanolammina in orga- 
nismi diversi sono riassunte nella Figura 21.28. Queste vie 
di sintesi sono la principale fonte di fosfatidiletanolam- 
mina e di fosfatidilcolina in tutte le cellule eucariotiche. 

Nei mammiferi, la fosfatidilserina non viene sintetizzata 
dal CDP-diacilglicerolo. Essa si forma dalla fosfatidilcolina 
o dalla fosfatidiletanolammina tramite una delle due rea- 
zioni di scambio delle teste polari, che avvengono nel reti- 
colo endoplasmatico (Figura 21.29a). La sintesi della fosfa- 
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Figura 21.27 La principale via di 
sintesi della fosfatidiletanolammina 
e della fosfatidilcolina a partire dalla 
fosfatidilserina in tutti gli eucarioti. 
AdoMet indica la S-adenosilmetionina; 
adoHcy la S-adenosilomocisteina. 
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Glicerolo 3-fosfato —Diidrossiacetone fosfato 


I I 


Lisofosfatidato*—Acil-diidrossiacetone fosfato 
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liositolo Diacilglicerolo 
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Figura 21.28 Riassunto delle vie di biosintesi dei più importanti fosfolipidi e 
triacilgliceridi in una cellula eucariotica (lievito). L'acido fosfatidico viene formato 
per transacilazione dell’-glicerolo 3-fosfato con due gruppi acilici grassi donati dall'acil- 
CoA. L'enzima fosfatasi dell'acido fosfatidico (lipina) converte l'acido fosfatidico in 
diacilglicerolo che, nella via Kennedy, si condensa con una testa polare attivata dal CDP 
(etanolammina o colina) per formare la fosfatidiletanolammina o la fosfatidilcolina. In 
alternativa, l'acido fosfatidico può essere attivato con un CDP, che viene spiazzato durante 
la condensazione con una testa polare alcolica - inositolo, glicerolo 3-fosfato o serina — 
formando fosfatidilinositolo, fosfatidilglicerolo o fosfatidilserina. La decarbossilazione 
della fosfatidilserina produce la fosfatidiletanolammina, e la metilazione della 
fosfatidiletanolammina produce la fosfatidilcolina. Non sono mostrate nella figura 

le reazioni di scambio delle teste polari (vedi la Figura 21.29a) che, nei mammiferi, 
interconvertono la fosfatidiletanolammina, la fosfatidilserina e la fosfatidilcolina. L'acido 
lisofosfatidico è l'acido fosfatidico con un gruppo acilico in meno. 


scritto sopra), ma in tutti gli altri tessuti la fosfatidilcolina 
viene prodotta solo per condensazione del diacilglicerolo 
con la CDP-colina. 


e  Lasintesi dei plasmalogeni richiede la formazione 
di legami etere con alcoli a catena lunga 


tidiletanolammina e della fosfatidilcolina nei mammiferi 
avviene secondo la strategia 2 nella Figura 21.24: fosforila- 
zione e attivazione della testa polare, seguite dalla conden- 
sazione col diacilglicerolo. Per esempio, la colina viene riu- 
sata (“salvata”) tramite una fosforilazione, poi convertita in 
CDP-colina grazie alla condensazione col CTP Una moleco- 
la di diacilglicerolo spiazza il CMP dalla CDP-colina, produ- 
cendo la fosfatidilcolina (Figura 21.29b). Una analoga via di 
“salvataggio” converte l’etanolammina ottenuta dalla die- 
ta in fosfatidiletanolammina. Nel fegato, la fosfatidilcolina 
viene prodotta anche per metilazione della fosfatidileta- 
nolammina (da parte della S-adenosilmetionina, come de- 


I lipidi con legami etere, come i plasmalogeni e il fattore 
di attivazione delle piastrine (vedi la Figura 10.10), ven- 
gono sintetizzati mediante sostituzione di un gruppo aci- 
lico, impegnato con legame estere, con un alcol a catena 
lunga unito con legame etere (Figura 21.30). L'attacco del- 
la testa polare segue poi le stesse procedure che utilizzano 
i fosfolipidi contenenti legami estere. Il doppio legame, ca- 
ratteristico dei plasmalogeni (ombreggiato in celeste nella 
Figura 21.30), viene infine introdotto a opera di un’ossidasi 
a funzione mista, simile a quelle responsabili dell’insatura- 
zione degli acidi grassi (Figura 21.13). La sintesi dei plasma- 
logeni avviene principalmente nei perossisomi. 
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(a) Figura 21.29 Vie di sintesi della 
f (0) fosfatidilserina e della fosfatidilcolina 
CH = 0—C—R! CH,—0— C_R! nei mammiferi. (a) La fosfatidilserina 
o | è sintetizzata mediante reazioni di 
| î | A scambio Ca?*-dipendenti promosse 
CH_0-C-R CH _0-C-R dalla fosfatidilserina sintasi 1 (PS51) o 
? | f dalla fosfatidilserina sintasi 2 (PSS2). 
22 Ta pi x 
CH, 0—P_0—-CH,—-CHy,T-NHy CH,-0—PT_O0—CHy—CHy— N(CHz)z La PSS1 può usare come substrati 
_ | 9 la fosfatidiletanolammina o la 
5 iù; fosfatidilcolina. (b) La stessa strategia 
Fosfatidiletanolammina Fosfatidilcolina 


mostrata nella figura per la sintesi 
della fosfatidilcolina (strategia 2 della 


SALA /-— Serina Figura 21.24) viene anche utilizzata 
Li / Viana per il salvataggio dell'etanolammina 
TE Colima nel processo di sintesi della 


fosfatidiletanolammina. 


CH,_0-P_0-CH,-CH—-C00 
0- 


Fosfatidilserina 


e  Leviedi sintesi degli sfingolipidi e dei glicerofosfolipidi 
hanno precursori e alcuni meccanismi in comune 

La biosintesi degli sfingolipidi avviene in quattro tappe: 
HO—CH;—CH ,—N(CH 5); Colina (1) la sintesi dell'’ammina a 18 atomi di carbonio sfingani- 
na dal palmitil-CoA e dalla serina; (2) l'attacco di una mo- 
ae lecola di acido grasso mediante un legame ammidico, che 
solita forma N-acilsfinganina; (3) la desaturazione della sfinga- 
chinasi nina a N-acilsfingosina (un ceramide); (4) l'attacco della 
PRE testa polare per completare la molecola dello sfingolipide, 
Î x che genera uno sfingolipide come un cerebroside oppure 
0— P_ O—-CH,— CH, N(CH3)3  Fosfocolina una sfingomielina (Figura 21.31). Le prime tappe di que- 
-0 sta via biosintetica avvengono nel reticolo endoplasmatico, 
CTP mentre l’attacco dei gruppi polari della tappa 4 avviene nel 
complesso di Golgi. La via biosintetica presenta alcune ca- 
ratteristiche simili a quelle che portano alla formazione dei 
glicerofosfolipidi: gli equivalenti riducenti sono forniti dal 
Il NADPH e gli acidi grassi entrano sotto forma dei loro deri- 
— 0 3 N(CH 3 vati attivati legati al CoA. Nella formazione del cerebrosi- 
de, gli zuccheri entrano sotto forma di derivati attivati dei 
nucleotidi. l'inserimento della testa polare nella sintesi de- 


(b) 


CTP-colina 
citidiltrasferasi 


PP; 


i 


Î 
(0) CDP-colina 


CA Î mg i gli sfingolipidi presenta invece alcuni aspetti nuovi. Nella 
CN sintesi della sfingomielina il donatore della fosfocolina è la 
CDP-colina- Diialivgla fosfatidilcolina invece della CDP-colina. 
diacilglicerolo Nei glicolipidi, come i cerebrosidi e i gangliosidi (vedi 
0 @ cai la Figura 10.13), la testa polare è costituita da zuccheri lega- 
i ti direttamente al gruppo ossidrilico sull’atomo di carbonio 
O C-1 della sfingosina, mediante un legame glicosidico, invece 
CH,=0> Li RI del ponte fosfodiestere presente nella sfingomielina. Il do- 
lo) natore dello zucchero è uno zucchero legato al nucleotide 
CH—-0— LR R? UDP (UDP-glucosio oppure UDP-galattosio). 
(0) 
| x e lipidi polari vengono trasferiti a specifiche membrane 
CH>—0—P_0-CHo_-CHz N(CHs)3 cellulari 
0° Dopo la sintesi nel reticolo endoplasmatico liscio, i lipidi 


Fosfatidilcolina polari, compresi i glicerofosfolipidi, gli sfingolipidi e i gli- 
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Figura 21.30 Sintesi dei lipidi con legami etere e formazione 
dei plasmalogeni. Il legame etere neoformato è ombreggiato in 
rosa. L'intermedio 1-alchil-2-acilglicerolo 3-fosfato è l'analogo “etere” 
del fosfatidato. | meccanismi di legame delle teste polari ai lipidi 

con legami etere sono essenzialmente uguali a quelli illustrati per 

la formazione dei legami estere nei fosfolipidi. Il doppio legame 
caratteristico del plasmalogeno (ombreggiato in celeste) viene 
introdotto nella tappa finale da un'ossidasi a funzione mista simile a 
quella mostrata nella Figura 21.13. 


colipidi, sono inseriti in diverse proporzioni nelle membra- 
ne cellulari attraverso meccanismi non ancora noti. Poiché 
i lipidi di membrana sono insolubili in acqua, non possono 
semplicemente diffondere dal sito di sintesi (il reticolo en- 
doplasmatico) al punto di inserzione. Essi sono invece tra- 
sportati dal reticolo endoplasmatico al complesso di Golgi 
dove avvengono altri processi di sintesi. Questi lipidi sono 
poi trasferiti in vescicole membranose che si originano nel 
complesso di Golgi, si spostano fino al punto di inserzione 
e si fondono con la membrana cellulare bersaglio. Le pro- 
teine che trasferiscono i fosfolipidi trasportano i ceramidi 
dal reticolo endoplasmatico al complesso di Golgi, dove av- 
viene la sintesi della sfingomielina. Alcune proteine citoso- 
liche legano i fosfolipidi e gli steroli e li trasferiscono tra le 
varie membrane cellulari. Questi meccanismi determina- 
no la composizione in lipidi della membrana tipica di ogni 
organello cellulare (vedi la Figura 11.2). 
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SOMMARIO 21.3 
Biosintesi dei fosfolipidi di membrana 

e I diacilgliceroli sono i principali precursori dei glicero- 
fosfolipidi. 

e Nei batteri, la fosfatidilserina si forma per conden- 
sazione della serina con il CDP-diacilglicerolo; la de- 
carbossilazione della fosfatidilserina genera la fosfa- 
tidiletanolammina. Il fosfatidilglicerolo si forma per 
condensazione del CDP-diacilglicerolo con glicerolo 
3-fosfato, seguita dalla rimozione del fosfato dalla testa 
polare (glicerolo) in un legame monoestere. 

e Nel lievito, le vie di sintesi della fosfatidilserina, della 

fosfatidiletanolammina e del fosfatidilglicerolo sono si- 

mili a quelle dei batteri. La fosfatidilcolina si forma per 

metilazione della fosfatidiletanolammina. 

Le cellule dei mammiferi hanno vie di sintesi simili a 

quelle dei batteri; solo per la sintesi della fosfatidilco- 

lina e della fosfatidiletanolammina si servono di vie di 

sintesi alquanto differenti. La testa polare (colina o eta- 

nolammina) viene attivata sotto forma di derivato del 

CDB e quindi condensata col diacilglicerolo. La fosfati- 

dilserina deriva solo dalla fosfatidiletanolammina. 

e La sintesi dei plasmalogeni comporta la formazione di 

un caratteristico doppio legame, catalizzata da una os- 

sidasi a funzione mista. Le teste polari degli sfingolipidi 
vengono attaccate con un meccanismo specifico. 

I fosfolipidi si trasferiscono verso le loro localizzazioni 

intracellulari veicolati da vescicole o da specifiche pro- 

teine. 


UDP O HO—CH—CH=CH_(CHo),z —CH; 


R_C_NH-C-H = 
CH,— OH 


Ceramide contenente 
sfingosina 


7° Fosfatidilcolina 
attacco |" 
della testa polare | 


© Diacilglicerolo 


o HO—CH—CH=CH—(CHo)y—CHg 
ai î 
de 
CH, —0—- Po O-CHs—-CH3 —N(CH 3)3 
07 


Sfingomielina 


Figura 21.31 Biosintesi degli sfingolipidi. La condensazione 
del palmitil-CoA con la serina (che forma la B-chetosfinganina), 
seguita da riduzione con NADPH, produce sfinganina, che viene 
poi acilata per formare N-acilsfinganina (un ceramide). Negli 
animali, un'ossidasi a funzione mista forma un doppio legame 
(ombreggiato in rosa) prima dell'aggiunta di una testa polare: 

la fosfatidilcolina per formare la sfingomielina o il glucosio per 
formare un cerebroside. 


CH, -—O0-B 


Cerebroside 


Colesterolo, steroidi e isoprenoidi: 
biosintesi, regolazione e trasporto 


Il colesterolo è senza dubbio il lipide più noto, per la stretta 
correlazione tra i suoi livelli elevati nel sangue e l’incidenza 
di malattie cardiovascolari. Meno noto è invece il suo ruo- 
lo cruciale come componente delle membrane cellulari e 
come precursore degli ormoni steroidei e degli acidi bilia- 
ri. Il colesterolo è essenziale per molti animali, compreso 
l’uomo, ma non è richiesto nella dieta dei mammiferi, per- 
ché tutte le cellule possono sintetizzarlo a partire da pre- 
cursori semplici. 

La struttura di questo composto a 27 atomi di carbonio 
sottintende una complessa via di sintesi. Tuttavia tutti i suoi 
atomi di carbonio derivano da un unico precursore: l’aceta- 
to. Le unità isopreniche, intermedi essenziali della via che 
dall’acetato porta al colesterolo, sono precursori anche di al- 
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tri lipidi naturali, e le reazioni con cui esse vengono polime- 
rizzate sono le stesse in tutti i processi biosintetici. 


ia 
CHo=C—_CH= CH, 


Isoprene 


Iniziamo con una panoramica delle principali tappe che 
portano alla sintesi del colesterolo a partire dall’acetato. Di- 
scuteremo poi il trasporto del colesterolo nel sangue, la sua 
assunzione da parte delle cellule, la regolazione della sintesi 
del colesterolo in condizioni normali e la regolazione in quei 
soggetti con difetti nel trasporto e nell’assunzione cellulare. 
Prenderemo anche in esame altri componenti cellulari che 
derivano dal colesterolo, come gli acidi biliari e gli ormoni 
steroidei. Infine, per sottolineare la straordinaria versatilità 
della condensazione degli isoprenoidi nelle biosintesi, ci oc- 
cuperemo della biosintesi di alcuni dei molti composti che 
derivano da unità isoprenoidi e che condividono le prime 
tappe di sintesi con la via del colesterolo. 


e  Ilcolesterolo è sintetizzato a partire dall’acetil-CoA 

in quattro tappe 
Il colesterolo si forma a partire dall’acetil-CoA, come gli 
acidi grassi a catena lunga, ma la sua strategia di costru- 
zione è sostanzialmente diversa da quella utilizzata per gli 
acidi grassi. Nei primi esperimenti progettati per ottenere 
informazioni sulla biosintesi del colesterolo, un gruppo di 
animali veniva alimentato con acetato marcato con !*C nel 
carbonio metilico o nel carbonio carbossilico. La distribu- 
zione della marcatura nel colesterolo isolato dai due grup- 
pi di animali (Figura 21.32) ha fornito le indicazioni neces- 
sarie all’identificazione delle tappe della via di biosintesi 
del colesterolo. 

La sintesi si svolge in quattro tappe, come mostrato nel- 
la Figura 21.33: © condensazione di tre unità di acetato, per 
formare un intermedio a sei atomi di carbonio, il mevalo- 
nato; @ conversione del mevalonato in unità isopreniche 
attivate; ® polimerizzazione di unità isopreniche a cinque 
atomi di carbonio, per formare lo squalene, un composto li- 
neare a 30 atomi di carbonio; e © ciclizzazione dello squa- 
lene per formare il nucleo steroideo a quattro anelli, da cui, 


cH COO 7 C È a C 
37 eri Spa pie 
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Figura 21.32 Origine degli atomi di carbonio del colesterolo. 
L'origine è stata dedotta determinando la posizione del carbonio 
radioattivo nel sistema ad anelli fusi, dopo somministrazione 

di acetato marcato nell'atomo di carbonio metilico (in nero) o 
carbossilico (in rosso). Gli anelli del sistema sono indicati con le lettere 
da Aa D. 
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Figura 21.33 Riassunto della biosintesi del colesterolo. Le 
quattro tappe sono esaminate nel testo. Le unità isopreniche nella 
molecola dello squalene sono contrassegnate da linee tratteggiate 
in rosso. 


attraverso una serie di altre modifiche (ossidazioni, rimozio- 
ne 0 migrazione di gruppi metilici) si forma il colesterolo. 


Tappa © Sintesi del mevalonato dall’acetato La prima 
tappa della biosintesi del colesterolo produce l’intermedio 
mevalonato (Figura 21.34). Due molecole di acetil-CoA 
condensano formando acetoacetil-CoA, che a sua volta rea- 
gisce con una terza molecola di acetil-CoA per generare il 
composto a sei atomi di carbonio B-idrossi-f-metilgluta- 
ril-CoA (HMG-CoA). Queste due prime reazioni sono cata- 
lizzate dalla acetil-CoA acetiltrasferasi e dalla HMG-CoA 
sintasi, rispettivamente. Lenzima citosolico HMG-CoA sin- 
tasi di questa via è diverso dall’isozima mitocondriale che 
catalizza la sintesi di HMG-CoA durante la formazione dei 
corpi chetonici (vedi la Figura 1719). 

La terza reazione è la tappa di comando: la riduzio- 
ne dell’HMG-CoA a mevalonato, in cui due molecole di 
NADPH donano due elettroni ciascuna. Come vedremo in 
seguito l’HMG-CoA reduttasi, una proteina integrale di 
membrana del reticolo endoplasmatico liscio, rappresen- 
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Figura 21.34 Formazione del mevalonato dall’acetil-CoA. 
L'origine degli atomi di carbonio C-1 e C-2 del mevalonato è mostrata 
mediante l'ombreggiatura in rosa. 


ta il punto principale di regolazione della biosintesi del co- 
lesterolo. 


Tappa @ Conversione del mevalonato in due unità 
isopreniche attivate Nella tappa successiva della sintesi 
del colesterolo, tre gruppi fosfato vengono trasferiti da tre 
molecole di ATP al mevalonato (Figura 21.35). Il gruppo 
fosfato legato al gruppo ossidrilico sul C-3 del mevalonato 
nell’intermedio 3-fosfo-5-pirofosfomevalonato è un buon 
gruppo uscente. Nella tappa successiva, questo gruppo fo- 
sfato e il gruppo carbossilico vicino vengono liberati gene- 
rando un doppio legame nel prodotto a cinque atomi di 
carbonio, A*-isopentenil pirofosfato. Questa è la prima 
unità isoprenica attivata, necessaria per la sintesi del co- 
lesterolo. L’isomerizzazione del A*-isopentenil pirofosfa- 
to genera una seconda unità isoprenica attivata, il dime- 
tilallil pirofosfato. Questa via di sintesi dell’isopentenil 
pirofosfato è presente anche nel citoplasma delle cellule 
delle piante. Invece nei batteri e nei cloroplasti delle cel- 
lule vegetali viene usata una via indipendente dal meva- 
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Figura 21.35 Conversione del mevalonato in unità isopreniche 
attivate. Sei di queste unità attivate si combineranno per 

formare lo squalene (vedi la Figura 21.36). | gruppi del 3-fosfo-5- 
pirofosfomevalonato che vengono persi sono ombreggiati in rosa. 
L'intermedio tra parentesi è ipotetico. 


lonato. Questo processo alternativo, non riscontrato negli 
animali, potrebbe rappresentare un buon bersaglio per lo 
sviluppo di nuovi antibiotici. 


Tappa © Condensazione di sei unità isopreniche atti- 
vate per formare lo squalene L’isopentenil pirofosfato 
e il dimetilallil pirofosfato vanno ora incontro a una con- 
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densazione del tipo “testa-coda”, in cui, mentre si libera un 
gruppo pirofosfato, si forma una catena a 10 atomi di car- 
bonio; il geranil pirofosfato (Figura 21.36). (Come “testa” 
si intende l'estremità della catena carboniosa a cui è legato 
il gruppo pirofosfato.) Il geranil pirofosfato subisce un’al- 
tra condensazione “testa-coda”, in cui viene prodotto un 
intermedio a 15 atomi di carbonio, il farnesil pirofosfato. 
Infine, due molecole di farnesil pirofosfato si uniscono in 
questo caso “testa-testa”, con l’eliminazione di entrambi i 
gruppi pirofosfato, formando lo squalene. 

I nomi di questi composti derivano dalle fonti da cui 
sono stati isolati per la prima volta. Il geraniolo, un com- 
ponente dell’olio di rosa, ha l’odore tipico del geranio, 
mentre il farnesolo è l’essenza che produce l’odore dei fio- 
ri dell’albero Acacia farnesiana. Molte altre essenze odo- 
rose prodotte dalle piante derivano da unità isopreniche. 
Lo squalene, isolato per la prima volta dal fegato di uno 
squalo, è composto da 30 atomi di carbonio, 24 nella ca- 


Dimetilallil pirofosfato 


prenil trasferasi 
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tena principale e 6 sotto forma di ramificazioni costitui- 
te da gruppi metilici. 


Tappa © Conversione dello squalene nel nucleo steroi- 
deo a quattro anelli Quando la molecola dello squalene 
viene rappresentata come nella Figura 21.37, la relazione 
tra la sua struttura lineare e la struttura ciclica degli steroli 
diventa evidente. Tutti gli steroli hanno quattro anelli fusi 
tra loro (il nucleo steroideo) e tutti sono alcoli, con un grup- 
po ossidrilico sull’atomo di carbonio C-3; per questo motivo 
sono chiamati “steroli”. La squalene monoossigenasi ag- 
giunge un atomo di ossigeno prelevandolo dall’O; all’estre- 
mità della molecola dello squalene, formando un epossido. 
Questo enzima è un’altra ossidasi a funzione mista (vedi il 
Box 21.1); l’altro atomo della molecola di ossigeno viene ri- 
dotto ad acqua dal NADPH.I doppi legami del prodotto di 
questa reazione, lo squalene 2,3-epossido, sono posizio- 
nati in modo tale che in una reazione concertata la struttu- 
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Figura 21.36 Formazione dello squalene. Questo composto a 30 
atomi di carbonio viene prodotto mediante condensazioni successive 
di unità isopreniche attivate (cinque atomi di carbonio). 
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Konrad Bloch, 1912-2000 


Feodor Lynen, 1911-1979 


ra lineare dello squalene epossido viene trasformata in una 
struttura ciclica. Nelle cellule degli animali, la ciclizzazione 
porta alla formazione di lanosterolo, che contiene i quattro 
anelli caratteristici del nucleo steroideo. Il lanosterolo viene 
quindi convertito in colesterolo in una serie di 20 reazioni 
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HO HO 
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John Cornforth George Popjàk, 1914-1998 

circa, comprendenti lo spostamento di alcuni gruppi meti- 
lici e la rimozione di altri. Questa via metabolica, una delle 
più complesse tra quelle studiate, fu identificata e definita 
da Konrad Bloch, Feodor Lynen, John Cornforth e Geor- 
ge Popjak alla fine degli anni ’50. 


Squalene 


Squalene 2,3-epossido 


molte reazioni 
(funghi) 


Ergosterolo 


Figura 21.37 La chiusura degli 

anelli converte lo squalene lineare nel 
nucleo steroideo condensato. La prima 
tappa di questa sequenza di reazioni 

è catalizzata da un'ossidasi a funzione 

I mista (una monoossigenasi), che utilizza 


Lanosterolo 


come cosubstrato il NADPH. Il prodotto è 
un epossido, che nella tappa successiva 
ciclizza e forma il nucleo steroideo. Il 
prodotto finale di queste reazioni nelle 
cellule degli animali è il colesterolo, 
mentre in altri organismi vengono 


Colesterolo prodotti steroli leggermente diversi. 
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Il colesterolo è lo sterolo caratteristico delle cellule ani- 
mali, mentre le piante, i funghi e i protisti producono altri 
tipi di steroli, anche se correlati al colesterolo, utilizzando 
la stessa via biosintetica fino alla formazione dello squale- 
ne 2,3-epossido. A questo punto le vie di sintesi divergono, 
producendo steroli diversi: lo stigmasterolo nelle piante e 
l’ergosterolo nei funghi (Figura 21.37). 


%. 
a Costo energetico della sintesi dello squalene 


Qual è il costo energetico della sintesi dello squalene a par- 
tire dall’acetil-CoA, in termini di molecole di ATP per mo- 
lecola di squalene sintetizzata? 


Soluzione Nella via di sintesi dello squalene dall’ace- 
til-CoA, ’ATP viene consumato solo nelle tappe che con- 
vertono il mevalonato nei precursori isoprenici attivati 
dello squalene. Sono consumate tre molecole di ATP per 
creare ciascuna delle tre molecole di isoprene attivato 
necessario per sintetizzare lo squalene, per un totale di 
18 molecole di ATP. 


e  Ilcolesterolo ha diversi destini metabolici 

Nei vertebrati la maggior parte del colesterolo viene pro- 
dotta nel fegato. Una piccola quota viene incorporata nel- 
le membrane degli epatociti, mentre la parte più rilevante 
viene esportata sotto una delle tre forme possibili: acidi 
biliari, colesterolo biliare, oppure esteri del colesterolo 
(Figura 21.38). Nel fegato si formano piccole quantità di 
ossisteroli, come il 25-idrossicolesterolo, che agiscono co- 
me regolatori della sintesi del colesterolo (vedi più avan- 
ti). Negli altri tessuti, il colesterolo viene convertito in or- 
moni steroidei (nella corteccia surrenale e nelle gonadi; 
vedi la Figura 10.19) o nell’ormone vitamina D (nel fega- 
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to e nel rene; vedi la Figura 10.20). Questi ormoni sono 
dei segnali biologici estremamente potenti che agiscono 
attraverso proteine recettoriali nucleari. 

Una delle tre forme di colesterolo esportate dal fegato è 
la bile, un fluido immagazzinato nella cistifellea ed escreto 
nell’intestino tenue per aiutare la digestione dei cibi con- 
tenenti grassi. I suoi componenti principali sono gli acidi 
biliari e i loro sali, entrambi derivati relativamente idrofi- 
lici del colesterolo sintetizzati nel fegato; nell’intestino essi 
servono a emulsionare le grandi particelle di grasso in mi- 
celle molto piccole, aumentando così la superficie su cui 
possono agire le lipasi intestinali e favorendo la digestio- 
ne dei lipidi (vedi la Figura 171). La bile contiene anche 
quantitativi di colesterolo molto piccoli. 

Gli esteri del colesterolo si formano nel fegato me- 
diante l’azione dell’acil-CoA-colesterolo aciltrasferasi 
(ACAT). Questo enzima catalizza il trasferimento di un 
acido grasso dal coenzima A al gruppo ossidrilico del co- 
lesterolo (Figura 21.38), convertendolo in una forma an- 
cora più idrofobica che non può entrare a far parte delle 
membrane. Gli esteri del colesterolo sono conservati nel 
fegato sotto forma di gocce lipidiche o sono trasportati 
insieme ad altri lipidi da lipoproteine secrete dal fegato 
ai tessuti che necessitano di colesterolo. 


e Ilcolesterolo ealtri lipidi vengono trasportati 
dalle lipoproteine plasmatiche 

Il colesterolo e gli esteri del colesterolo, come i triacilglice- 
roli e i fosfolipidi, sono essenzialmente insolubili in acqua. 
Questi lipidi devono però essere trasportati dai tessuti do- 
ve sono prodotti a quelli in cui sono conservati o utilizzati. 
Essi sono trasportati attraverso il plasma sanguigno da un 
tessuto all’altro sotto forma di lipoproteine plasmatiche, 
aggregati macromolecolari costituiti da specifiche proteine 
trasportatrici, chiamate apolipoproteine, a cui si associa- 
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Figura 21.38 Destini metabolici del 
colesterolo. Le modificazioni che avvengono 
a carico della struttura del colesterolo 

sono evidenziate in rosso. L'esterificazione 
converte il colesterolo in una forma ancora 
più idrofobica adatta sia alla conservazione sia 
al trasporto. Le altre modificazioni formano 
prodotti meno idrofobici. 
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no in proporzioni diverse fosfolipidi, colesterolo, esteri del 
colesterolo e triacilgliceroli. 

Le apolipoproteine (“apo” indica la proteina nella for- 
ma priva di lipidi) si associano ai lipidi formando diverse 
classi di particelle lipoproteiche, strutture sferiche conte- 
nenti all’interno un nucleo idrofobico di lipidi e all’esterno 
le catene laterali degli amminoacidi idrofilici delle apolipo- 
proteine (Figura 21.39a). Le diverse combinazioni di lipi- 
di e di proteine generano particelle con densità che vanno 
da quella dei chilomicroni, la più bassa, a quella delle lipo- 
proteine ad alta densità (HDL), la più alta. In base a queste 
differenze di densità, le particelle possono essere separate 
mediante ultracentrifugazione (Tabella 21.1) e osservate al 
microscopio elettronico (Figura 21.39b). 

Ogni classe di lipoproteine ha la sua specifica funzio- 
ne, determinata dal sito in cui è stata sintetizzata, dalla sua 
composizione in lipidi e dal contenuto in apolipoproteine. 
Nel plasma umano sono stati riscontrati almeno dieci tipi 
di apolipoproteine diverse (Tabella 21.2), distinguibili per 
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Figura 21.39 Le lipoproteine. (a) Struttura di una lipoproteina 

a bassa densità (LDL). La apolipoproteina B-100 (apoB-100) è una 
singola catena polipeptidica, fra le più lunghe che si conoscano, 
formata da una sequenza di 4636 residui amminoacidici (M, 512 000). 
Una particella di LDL contiene un nucleo centrale (core) di circa 

1500 molecole di esteri del colesterolo, circondato da un guscio di 
circa 500 molecole di colesterolo, 800 molecole di fosfolipidi, e una 
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dimensione, interazione con specifici anticorpi e per una 
caratteristica distribuzione nelle varie classi di lipoprotei- 
ne. Le componenti proteiche agiscono come segnali che in- 
dirizzano le lipoproteine verso tessuti specifici oppure che 
attivano enzimi che poi agiscono sulle stesse lipoproteine. 
Esse sono anche coinvolte in alcune patologie. Nel Box 21.2 
è descritto il collegamento tra l’apoE e la malattia di Alzhei- 
mer. La Figura 21.40 riassume la formazione e il trasporto 
delle lipoproteine nei mammiferi. Le tappe numerate della 
discussione che segue si riferiscono a questa figura. 
Abbiamo già esaminato le proprietà chimiche e la 
composizione dei chilomicroni nel Capitolo 17 trattan- 
do il trasporto dei triacilgliceroli della dieta dall’intesti- 
no agli altri tessuti. I chilomicroni sono le lipoproteine 
più grandi e le meno dense, in quanto contengono un’e- 
levata proporzione di triacilgliceroli (vedi la Figura 172). 
© Essi sono sintetizzati nel reticolo endoplasmatico liscio 
degli enterociti, le cellule epiteliali che rivestono l’intestino 
tenue, a partire dai grassi introdotti con la dieta. I chilomi- 


“E 


HDL (x180 000) 


(b) 


molecola di apoB-100. (b) Quattro classi di lipoproteine, visualizzate al 
microscopio elettronico, dopo colorazione negativa. In senso orario, 

a partire dalla fotografia in alto a sinistra: chilomicroni, diametro 

di 50-200 nm; VLDL, 28-70 nm; HDL, 8-11 nm; e LDL, 20-25 nm. Le 
dimensioni sopra citate sono quelle misurate in questi campioni, 

ma variano considerevolmente a seconda delle preparazioni. Per le 
proprietà delle lipoproteine, vedi la Tabella 21.1. 


BM Tabella 21.1 Le principali classi di lipoproteine del plasma umano: alcune proprietà 


Composizione (% in massa) 


Colesterolo Esteri del 
Lipoproteina Densità (g/mL) Proteine Fosfolipidi libero colesterolo Triacilgliceroli 
Chilomicroni <1,006 2 9 1 3 85 
VLDL 0,95-1,006 10 18 7 12 50 
LDL 1,006-1,063 23 20 8 37 10 
HDL 1,063-1,210 55 24 2 15 4 


Fonte: modificata da Kritchevsky, D., 1986, “Atherosclerosis and nutrition”, Nutr. Int. 2, pp. 290-297. 
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BM Tabella 21.2 Apolipoproteine delle lipoproteine plasmatiche umane 


Apolipoproteina Massa molecolare Associazione con lipoproteine Funzione (se nota) 

ApoA-I 28 100 HDL Attiva LCAT; interagisce con il trasportatore ABC 
ApoA-II 17 400 HDL Inibisce LCAT 

ApoA-IV 44500 Chilomicroni, HDL Attiva LCAT; trasporto/rimozione del colesterolo 
ApoB-48 242 000 Chilomicroni Trasporto/rimozione del colesterolo 

ApoB-100 512 000 VLDL, LDL Si lega al recettore per le LDL 

ApoC-I 7000 VLDL, HDL 

ApoC-II 9000 Chilomicroni, VLDL, HDL Attiva la lipoproteina lipasi 

ApoC-III 9000 Chilomicroni, VLDL, HDL Inibisce la lipoproteina lipasi 

ApoD 32500 HDL 

ApoE 34 200 Chilomicroni, VLDL, HDL Promuove la rimozione delle rimanenze di VLDL 


e di chilomicroni 


Fonte: modificata da Vance, D.E. e Vance, J.E. (a cura di), Biochemistry of Lipids and Membranes, The Benjamin/Cummings Publishing Company, Menlo Park, CA, 2008. 
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prevedere l'incidenza del morbo di Alzheimer 


Nella popolazione umana esistono tre varianti comuni, 
o alleli, del gene che codifica l’apoE. Il più comune, pre- 
sente nel 78% circa dei casi, è l’allele APOE3; APOFA4 e 
APOEZ sono presenti rispettivamente nel 15% e nel 7% 
dei casi. La presenza dell’allele APOF4 è comune tra i 
pazienti con il morbo di Alzheimer e questa associazione 
consente di prevedere l'eventuale insorgenza della malat- 
tia. Gli individui che ereditano l’allele APOF4 rischiano 
maggiormente rispetto agli altri di contrarre la malattia 
a insorgenza tardiva. Gli omozigoti per l’allele APOF4 
rischiano 16 volte di più rispetto agli altri di sviluppare 
la malattia anche al di sotto dei 70 anni. Per gli individui 
che invece ereditano entrambe le copie dell’allele APOE3, 
l’età media per l'eventuale insorgenza della patologia è 
al di sopra dei 90 anni. 


croni si spostano attraverso il sistema linfatico ed entrano 
nel flusso sanguigno a livello della vena succlavia sinistra. 
Le apolipoproteine dei chilomicroni sono l’apoB-48 (speci- 
fica di questa classe di lipoproteine), l’apoE e l’apoC-Il (Ta- 
bella 21.2). @ LapoC-Il attiva la lipoproteina lipasi nei ca- 
pillari del tessuto adiposo, del cuore, del muscolo schele- 
trico e dei tessuti della ghiandola mammaria durante la lat- 
tazione, consentendo il rilascio di acidi grassi liberi (FFA) 
verso i tessuti. I chilomicroni trasportano gli acidi grassi in- 
geriti con la dieta ai tessuti in cui questi composti sono poi 
degradati per produrre energia o per essere depositati co- 
me combustibili. © Le “rimanenze” di chilomicroni, par- 
ticelle ormai prive di triacilgliceroli ma contenenti ancora 
colesterolo, apoE e apoB-48, arrivano attraverso il flusso 
sanguigno al fegato. Specifici recettori legano l’apoE del- 
le rimanenze di chilomicroni e ne mediano la captazione 
tramite endocitosi. © Le rimanenze di chilomicroni all’in- 
terno del fegato rilasciano il colesterolo e vengono degra- 
date nei lisosomi. Questa via, che trasferisce il colesterolo 
introdotto con la dieta al fegato, è la via esogena (le frecce 
blu nella Figura 21.40). 

Quando la dieta contiene più acidi grassi e colesterolo di 
quanto non sia immediatamente necessario come combu- 


Le basi molecolari per spiegare le relazioni tra apoE-4 e 
morbo di Alzheimer non sono ancora del tutto chiare. 
Non è neanche chiaro come la apoE-4 possa influenzare 
la crescita delle fibre amiloidi che sembrano essere l’a- 
gente primario che causa l'insorgenza dell’Alzheimer 
(vedi la Figura 4.32). Le varie ipotesi si sono soprattutto 
basate sul possibile ruolo di apoE nello stabilizzare la 
struttura citoscheletrica neuronale. Le proteine apoE-2 
e apoE-3 si legano a tutta una serie di proteine asso- 
ciate ai microtubuli dei neuroni, mentre l’apoE-4 non si 
lega. Questa proprietà dell’apoE-4 potrebbe accelerare la 
degenerazione neuronale. Qualunque sia il meccanismo, 
queste osservazioni sembrano essere promettenti per una 
migliore comprensione delle funzioni biologiche delle 
apolipoproteine. 


stibile metabolico o come precursore di altre molecole, essi 
vengono @ convertiti in triacilgliceroli o in esteri del cole- 
sterolo nel fegato e trasferiti a specifiche apolipoproteine, 
formando le lipoproteine a densità molto bassa (VLDL). 
Anche l’eccesso di carboidrati della dieta può essere trasfor- 
mato in triacilgliceroli nel fegato ed esportato attraverso le 
VLDL. Oltre ai triacilgliceroli e agli esteri del colesterolo, 
le VLDL contengono le apolipoproteine apoB-100, apoC-I, 
apoC-II, apoC-II e apoE (Tabella 21.2). Le VLDL sono tra- 
sportate attraverso il sangue dal fegato al muscolo e al tes- 
suto adiposo. @ Nei capillari di questi tessuti, l’attivazio- 
ne della lipoproteina lipasi operata dall’apoC-II determina 
il rilascio di acidi grassi liberi (FFA) dai triacilgliceroli pre- 
senti nelle VLDL. Gli adipociti assumono queste molecole 
e risintetizzano triacilgliceroli, conservandoli sotto forma 
di gocce lipidiche intracellulari. I miociti, al contrario, ossi- 
dano gli acidi grassi per produrre energia. Quando il livello 
di insulina è elevato, come dopo un pasto, la funzione delle 
VLDL consiste principalmente nel trasferire i lipidi intro- 
dotti con la dieta al tessuto adiposo per il loro immagazzi- 
namento e conservazione. Nello stato di digiuno tra i pa- 
sti, invece, gli acidi grassi utilizzati nel fegato per produrre 
le VLDL provengono principalmente dal tessuto adiposo e 
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Figura 21.40 Le lipoproteine e il trasporto lipidico. | lipidi 
vengono trasportati nel circolo sanguigno sotto forma di lipoproteine, 
che si differenziano per funzionalità, composizione proteica e lipidica 
(vedi le Tabelle 21.1 e 21.2) e, quindi, per densità. Le tappe numerate 
sono descritte nel testo. Nella via esogena (frecce blu), i grassi della 
dieta vengono inglobati nei chilomicroni; la maggior parte del loro 
contenuto di triacilgliceroli viene rilasciata tramite una lipoproteina 
lipasi nel tessuto adiposo e in quello muscolare durante il trasporto 
attraverso i capillari. Le rimanenze di chilomicroni (contenenti 
prevalentemente proteine e colesterolo) vengono captate dal fegato. 
I sali biliari prodotti nel fegato aiutano a disperdere i grassi della 


l’obiettivo principale delle VLDL sono i miociti del musco- 
lo scheletrico e cardiaco. 

La perdita di triacilgliceroli converte le VLDL in rima- 
nenze di VLDL (dette anche lipoproteine a densità inter- 
media, IDL) che mediante un’ulteriore rimozione di tria- 
cilgliceroli sono convertite in lipoproteine a bassa densi- 
tà (LDL). Le LDL sono molto ricche di colesterolo e di esteri 
del colesterolo e l’apoB-100 è la loro principale apolipopro- 
teina. Esse @ trasportano il colesterolo ai tessuti periferi- 
ci (extraepatici, come il muscolo, le ghiandole surrenali e 
il tessuto adiposo) che possiedono specifici recettori per le 
LDL che riconoscono l’apoB-100 e mediano l'assunzione del 
colesterolo e dei suoi esteri. © Le LDL trasportano anche il 
colesterolo ai macrofagi, talvolta trasformandoli in cellule 
schiumose (vedi la Figura 21.46). © Le LDL che non sono 
state utilizzate dai tessuti e dalle cellule periferiche ritor- 
nano al fegato e vengono assorbite tramite i recettori del- 
le LDL presenti sulla membrana plasmatica dell’epatocita. 
Il colesterolo che entra negli epatociti attraverso questa via 
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dieta e, successivamente, vengono riassorbiti nella via enteroepatica 
(frecce verdi). Nella via endogena (frecce rosse), i lipidi sintetizzati o 
impacchettati nel fegato vengono trasportati dal fegato al tessuto 
adiposo e muscolare tramite le VLDL. La perdita della porzione 
lipidica e di alcune apolipoproteine converte gradualmente le VLDL in 
LDL, che rilasciano colesterolo ai tessuti extraepatici oppure vengono 
di nuovo captate dal fegato. Il colesterolo in eccesso dei tessuti 
extraepatici viene riportato al fegato sotto forma di HDL, nel trasporto 
inverso del colesterolo (frecce viola). C rappresenta il colesterolo; CE 
rappresenta l'estere del colesterolo. 


può essere incorporato nelle membrane, convertito in aci- 
di biliari o riesterificato dall’ACAT (Figura 21.38) per essere 
immagazzinato e conservato all’interno delle goccioline lipi- 
diche citosoliche. Questa via, che va dalla formazione delle 
VLDL nel fegato al ritorno delle LDL sempre al fegato, è la 
via endogena del metabolismo e del trasporto del coleste- 
rolo (frecce rosse nella Figura 21.40). L’accumulo intracel- 
lulare di colesterolo in eccesso è impedito da una riduzione 
della sua velocità di sintesi, quando nel sangue la quanti- 
tà di colesterolo disponibile nelle LDL è sufficiente. I mec- 
canismi di regolazione che rendono possibile tutto ciò so- 
no descritti più avanti. Torneremo a commentare la Figura 
21.40 e le altre vie di trasporto delle lipoproteine dopo una 
discussione sull’assunzione delle LDL da parte delle cellule. 


e Gliesteri del colesterolo entrano nella cellula 

per endocitosi mediata da un recettore 
Ogni particella di LDL che si trova in circolo contiene la 
proteina apoB-100, che viene riconosciuta da specifici re- 
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cettori proteici, i recettori delle LDL, localizzati sulla super- 
ficie delle cellule che devono assumere colesterolo. La Fi- 
gura 21.41 mostra una rappresentazione di una di queste 
cellule, in cui © i recettori delle LDL vengono sintetizzati 
nell’apparato di Golgi e poi trasportati alla membrana pla- 
smatica, dove possono legare l’apoB-100. @ Il legame delle 
LDL al recettore delle LDL innesca il processo di endocito- 
si, che @ trasferisce PLDL e il suo recettore all’interno del- 
la cellula dentro un endosoma. © Porzioni della membrana 
dell’endosoma contenenti i recettori si staccano e ritorna- 
no sulla superficie della cellula, per assorbire nuovamente 
le LDL. 8 L’endosoma si fonde poi con un lisosoma, che 
G contiene gli enzimi che idrolizzano gli esteri del coleste- 
rolo, rilasciando il colesterolo e gli acidi grassi nel citosol. 
Anche l’apoB-100 delle LDL viene degradata ad amminoa- 
cidi, che vengono rilasciati nel citosol. L'apoB-100 è presen- 
te anche nelle VLDL, ma il suo dominio di legame non è di- 
sponibile per il legame al recettore delle LDL. È la conver- 
sione delle VLDL in LDL, che espone il dominio di legame 
della apoB-100 al suo recettore. 


Questa via di trasporto del colesterolo nel sangue 
e il processo di endocitosi mediata dal recet- 

tore sono stati identificati da Michael Brown e Jo- 
seph Goldstein. Essi scoprirono che individui affetti da una 
malattia ereditaria, nota come ipercolesterolemia fami- 
liare (FH), hanno mutazioni a carico del recettore delle 
LDL che impediscono la normale assunzione delle LDL da 
parte del fegato e dei tessuti periferici. Il risultato di un’as- 


sunzione difettosa delle LDL è un livello molto elevato di 
queste lipoproteine nel sangue (e del colesterolo che esse 
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trasportano). Gli individui affetti da ipercolesterolemia fa- 
miliare hanno elevate probabilità di sviluppare l’ateroscle- 
rosi, una patologia del sistema cardiovascolare in cui i vasi 
sanguigni vengono occlusi dalle placche ricche di coleste- 
rolo (vedi la Figura 21.46). 

La malattia di Niemann-Pick di tipo C (NPC) è un 
difetto ereditario che colpisce l’immagazzinamento dei li- 
pidi, in cui il colesterolo non viene trasportato al di fuori 
del lisosoma ma si accumula all'interno dei lisosomi del fe- 
gato, del cervello e del polmone portando alla morte pre- 
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Figura 21.41 Riassorbimento del colesterolo attraverso il processo di endocitosi mediata dal recettore. 
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coce. La NPC è dovuta a una mutazione a carico di entram- 
bi i geni (NPC1 ed NPC2) necessari a rimuovere il coleste- 
rolo dal lisosoma e a portarlo nel citosol, dove può essere 
ulteriormente metabolizzato. ENPCI codifica una protei- 
na lisosomiale transmembrana, mentre NPC2 codifica una 
proteina solubile (citosolica). Queste due proteine agisco- 
no insieme per trasferire il colesterolo dall’interno del liso- 
soma al citosol perché possa essere ulteriormente proces- 
sato o metabolizzato. O 


e L'HDLeffettua il trasporto inverso del colesterolo 

Il quarto tipo di lipoproteina più importante nei mam- 
miferi, la lipoproteina ad alta densità (HDL), ha ori- 
gine nel fegato e nell’intestino tenue sotto forma di pic- 
cole particelle ricche di proteine, contenenti quantità li- 
mitate di colesterolo e nessun estere del colesterolo (D , 
Figura 21.40). Le HDL contengono principalmente apo- 
lipoproteine apoA-I e altre apolipoproteine (Tabella 
21.2), e anche l’enzima lecitina-colesterolo aciltrasfe- 
rasi (LCAT), che catalizza la formazione di esteri del co- 
lesterolo utilizzando lecitina (fosfatidilcolina) e coleste- 
rolo (Figura 21.42). L’enzima LCAT è presente sulla su- 
perficie delle HDL appena formate e converte il coleste- 
rolo e la fosfatidilcolina delle rimanenze di chilomicroni 
e di VLDL incontrate nel circolo sanguigno in esteri del 
colesterolo; questi innescano la formazione di un nucleo 
che porta a una modificazione della loro forma, da disco 
piatto a sfera, la struttura tipica delle HDL mature. © Le 
HDL che si stanno formando possono incorporare cole- 
sterolo anche dalle cellule extraepatiche ricche di coleste- 
rolo (compresi i macrofagi e le cellule schiumose che pos- 
sono essersi formate, vedi più avanti). ® Le HDL mature 
ritornano poi al fegato, dove il colesterolo viene scaricato 
tramite il recettore di scambio SR-BI. ® Alcuni esteri del 
colesterolo delle HDL possono essere trasferiti anche al- 
le LDL mediante la proteina che trasferisce gli esteri del 
colesterolo. Il circuito delle HDL è il trasporto inverso 
del colesterolo (frecce viola nella Figura 21.40). La mag- 
gior parte del colesterolo recuperato viene convertita in 
sali biliari nel fegato, che vengono poi trasportati e im- 
magazzinati nella cistifellea. Dopo un pasto, i sali biliari 
vengono escreti nell'intestino tenue, dove disperdono le 
particelle macroscopiche di grasso formando micelle mi- 
croscopiche che possono essere facilmente attaccate dal- 
le lipasi. I sali biliari vengono riassorbiti nel fegato ® e 
riciclati attraverso la cistifellea nella circolazione ente- 
roepatica (frecce verdi nella Figura 21.40). 

Il meccanismo di scarico degli steroli tramite il recetto- 
re SR-BI dalle HDL operante nel fegato, ma anche in altri 
tessuti, non coinvolge l’endocitosi, il meccanismo utilizzato 
per l'assunzione delle LDL. Quando l’HDL si lega ai recetto- 
ri SR-BI presenti sulla membrana plasmatica degli epatociti 
o dei tessuti steroidogenici (sede della produzione di steroi- 
di), come la ghiandola surrenale, questi recettori promuo- 
vono un parziale e selettivo trasferimento del colesterolo e 
di altri lipidi dall’ADL all’interno delle cellule. EHDL così 
svuotata si dissocia dal recettore e passa di nuovo nel san- 
gue, per estrarre altri lipidi dalle rimanenze di chilomicro- 
ni e di VLDL e dalle cellule sovraccariche di colesterolo, co- 
me descritto più avanti. 
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Figura 21.42 La reazione catalizzata dalla lecitina-colesterolo 
aciltrasferasi (LCAT). Questo enzima è presente sulla superficie 
delle HDL ed è stimolato dal componente apoA-l delle HDL stesse. 
Gli esteri del colesterolo si accumulano all'interno delle HDL nascenti, 
trasformandole in HDL mature. 


e Lasintesie il trasporto del colesterolo sono regolati 

a diversi livelli 
La sintesi del colesterolo è un processo molto complesso 
che consuma energia. Leccesso di colesterolo non può es- 
sere catabolizzato come combustibile metabolico e deve 
quindi essere escreto. Diventa così importante e vantag- 
gioso per un organismo poter regolare la sintesi del cole- 
sterolo in base alla quantità di questo lipide presente nel- 
la dieta. Nei mammiferi, la produzione di colesterolo vie- 
ne regolata dalla concentrazione intracellulare dello stesso 
colesterolo, dalla disponibilità di ATP, e dagli ormoni insu- 
lina e glucagone. La tappa di comando della via che por- 
ta alla formazione del colesterolo (il principale sito di re- 
golazione) è la conversione dell’idrossi-metilglutaril-CoA 
(HMG-CoA) in mevalonato (vedi la Figura 21.34), la rea- 
zione catalizzata dall’HMG-CoA reduttasi. 

La regolazione a breve termine dell’attività dell’HMG- 
CoA reduttasi presente nella cellula è operata da una mo- 
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dificazione covalente reversibile: una fosforilazione cata- 
lizzata dalla proteina chinasi AMP dipendente (AMPK), 
che “sente” la concentrazione elevata di AMP (un indice 
di una bassa concentrazione di ATP). Così, quando i livel- 
li di ATP tendono a scendere, la sintesi del colesterolo ral- 
lenta mentre le vie cataboliche che portano alla produzio- 
ne di ATP vengono stimolate (Figura 21.43). Gli ormoni 
che mediano la regolazione complessiva del metabolismo 
dei lipidi e dei carboidrati agiscono anche sull’HMG-CoA 
reduttasi: il glucagone stimola la sua fosforilazione (inat- 
tivazione), mentre l’insulina favorisce la defosforilazione 
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Figura 21.43 La regolazione della formazione del colesterolo 
bilancia la sua sintesi con l'assunzione attraverso la dieta 

e lo stato energetico della cellula. L'insulina promuove la 
defosforilazione (attivazione) dell’HMG-CoA reduttasi, mentre il 
glucagone promuove la fosforilazione (inattivazione). L'enzima viene 
fosforilato e inattivato anche dalla proteina chinasi AMP-dipendente, 
quando è resa attiva da basse concentrazioni di ATP e alte di AMP. 

I metaboliti ossisterolici del colesterolo (ad esempio il 
24(5)-idrossicolesterolo) stimolano la proteolisi dell’HMG-CoA 
reduttasi. 


attivando l'enzima e permettendo la sintesi del colestero- 
lo. Questi meccanismi covalenti di regolazione non sem- 
brano essere quantitativamente importanti quanto quelli 
che influenzano la sintesi e la degradazione dell’enzima. 
In tempi molto più lunghi, il numero di molecole di 
HMG-CoA reduttasi viene aumentato o diminuito in ri- 
sposta alle concentrazioni intracellulari di colesterolo. La 
regolazione della sintesi dell’HMG-CoA reduttasi in rispo- 
sta ai livelli di colesterolo è mediata da un elegante sistema 
di controllo della trascrizione del gene che codifica ’HMG- 
CoA reduttasi (Figura 21.44). Questo gene, insieme a più di 
20 altri geni che codificano gli enzimi che mediano l’assor- 
bimento e la sintesi del colesterolo e degli acidi grassi insa- 
turi, è controllato da una piccola famiglia di proteine chia- 
mate proteine che legano gli elementi regolatori degli 
steroli (SREBP). Appena sintetizzate queste proteine so- 
no immerse nel reticolo endoplasmatico. Solo il frammen- 
to solubile del dominio regolatorio di una proteina SREBP 
funziona come un attivatore della trascrizione, usando i 
meccanismi illustrati nel Capitolo 28. Quando i livelli di 
colesterolo e di ossisteroli sono elevati, le SREBP sono con- 
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Figura 21.44 Regolazione della sintesi del colesterolo da parte 
delle SREBP. Le proteine che legano l'elemento regolatore degli 
steroli (SREBP, in verde) appena sintetizzate sono immerse nella 
membrana dell'ER insieme alla proteina attivatrice della scissione 
della SREBP (SCAP, in rosso), che a sua volta è legata a Insig (in blu). 
(N e C rappresentano le terminazioni ammino- e carbossiterminali 
delle proteine.) (a) Quando è legata alla SCAP e a Insig, la SREBP 


(b) Bassa [steroli] nel reticolo endoplasmatico 
Il dominio regolatorio di SREBP viene rilasciato 


(c) Aumentata sintesi del colesterolo 
nel reticolo endoplasmatico 


è inattiva. (b) Quando il livello degli steroli diminuisce, i siti di 
legame degli steroli su Insig e su SCAP sono occupati, il complesso 
proteico migra nel Golgi e la SREBP viene scissa liberando il dominio 
regolatorio che, (c) agisce nel nucleo, facendo aumentare la 
trascrizione dei geni regolati dagli steroli. Insig viene indirizzata alla 
degradazione dall'attacco di diverse molecole di ubiquitina. 
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finate nel reticolo endoplasmatico associate a un’altra pro- 
teina chiamata proteina attivatrice della scissione della 
proteina SREBP (SCAP) che, a sua volta, è ancorata sul- 
la membrana del reticolo endoplasmatico dall’interazione 
con un’altra proteina di membrana, la proteina del gene 
indotta dall’insulina (Insig, insulin induced gene protein) 
(Figura 21.44a). La SCAP e la Insig funzionano da senso- 
ri degli steroli. Quando i livelli degli steroli sono elevati, il 
complesso Insig-SCAP-SREBP viene trattenuto sulla mem- 
brana del reticolo endoplasmatico. Quando il livello degli 
steroli nella cellula decresce (Figura 21.44b), il complesso 
SCAP-SREBP viene trasferito da proteine secretorie al com- 
plesso di Golgi, dove due scissioni proteolitiche successive 
sulla SREBP rilasciano nel citosol un frammento regolato- 
rio che entra nel nucleo e attiva la trascrizione dei suoi ge- 
ni bersaglio, compresi quelli dell’HMG-CoA reduttasi, del- 
la proteina recettore delle LDL e di diverse altre proteine 
necessarie alla sintesi dei lipidi. Quando i livelli degli steroli 
aumentano, il rilascio per proteolisi del dominio ammino- 
terminale viene bloccato e la degradazione da parte del pro- 
teaosoma dei domini attivi esistenti determina una rapida 
inibizione della trascrizione dei geni bersaglio. 

A lungo termine, il livello dell’HMG-CoA reduttasi vie- 
ne regolato anche per degradazione proteolitica dello stesso 
enzima. Elevati livelli di colesterolo cellulare vengono per- 
cepiti da Insig che favorisce l'attacco delle molecole di ubi- 
quitina all’HMG-CoA reduttasi, portandola alla degradazio- 
ne da parte dei proteasomi (vedi la Figura 2748). 

Il recettore X del fegato (LXR) è un fattore di trascri- 
zione nucleare attivato da ligandi ossisterolici (che rifletto- 
no alti livelli di colesterolo) che integra il metabolismo de- 
gli acidi grassi, degli steroli e del glucosio. LXRa è espres- 
so principalmente nel fegato, nel tessuto adiposo e nei ma- 
crofagi; LXRp è presente in tutti i tessuti. Quando sono le- 
gati a un ligando ossisterolico, gli LKR formano eterodi- 
meri con un secondo tipo di recettori nucleari, i recetto- 
ri X dei retinoidi (RXR, Retinoid X Receptors), e il dimero 
LXR-RXR attiva la trascrizione di un gruppo di geni (Figu- 
ra 21.45), compresi quelli dell’acetil-CoA carbossilasi (il pri- 
mo enzima nella via della sintesi degli acidi grassi), dell’aci- 
do grasso sintasi, dell'enzima citocromo P-450 CYP7A], ne- 
cessario per la conversione degli steroli in acidi biliari, delle 
apoproteine coinvolte nel trasporto del colesterolo (apoC-I, 
apoC-II, apo-D e apoE), dei trasportatori ABC ABCAI1 e 
ABCGI, coinvolti nel trasporto in senso inverso del cole- 
sterolo (vedi più avanti), di GLUTA4, il trasportatore del glu- 
cosio stimolato dall’insulina del muscolo e del tessuto adi- 
poso e di SREBPIC. I regolatori trascrizionali LKR e SREBP 
operano quindi insieme per raggiungere e mantenere l’o- 
meostasi del colesterolo. ISREBP vengono attivati da bassi 
livelli di colesterolo intracellulare, mentre gli LKR vengo- 
no attivati da alti livelli di colesterolo. 

Infine, i livelli intracellulari del colesterolo sono in- 
fluenzati anche da altri due meccanismi regolatori: (1) alte 
concentrazioni intracellulari di colesterolo attivano l’ACAT, 
che incrementa l’esterificazione del colesterolo per il suo 
immagazzinamento e (2) alte concentrazioni di colestero- 
lo diminuiscono (via SREBP) la trascrizione del gene che 
codifica il recettore delle LDL, riducendo la produzione di 
recettore e quindi l'assorbimento di colesterolo nel sangue. 
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Figura 21.45 Azione del dimero RXR-LXR sull’espressione dei 
geni che codificano proteine che controllano il metabolismo dei 
lipidi e del glucosio. Quando i loro ligandi sono assenti, RXR e LKR 
si associano a una proteina corepressore impedendo la trascrizione 
dei geni associati all'elemento LXR (LXRE). Quando i loro ligandi 
sono invece presenti (l'acido 9-cis-retinoico per RXR, colesterolo o 
ossisteroli per LXR), il dimero si dissocia dalla proteina corepressore 
e si associa a una proteina coattivatoria. Questo complesso si 

lega all'elemento LXR e attiva l'espressione dei geni associati. La 
regolazione dell'espressione genica è un argomento discusso in 
maggior dettaglio nel Capitolo 28. 


e Alterazioni nella regolazione del metabolismo 
del colesterolo possono generare patologie 
cardiovascolari 


Quando la somma del colesterolo sintetizzato e di 
quello ottenuto dalla dieta supera la quantità ne- 

cessaria per la sintesi delle membrane, dei sali bi- 
liari e degli steroli, l'accumulo patologico di colesterolo 
(placche) può ostruire i vasi sanguigni, una condizione no- 
ta come aterosclerosi. I danni al cuore dovuti all’occlusio- 
ne delle arterie coronarie sono una delle principali cause di 
morte nei paesi industrializzati. l'aterosclerosi è correlata 
ad alti livelli di colesterolo nel sangue, e in particolare ai li- 
velli di colesterolo legati alle LDL (il colesterolo “cattivo”); 
esiste invece una correlazione negativa fra i livelli di HDL 
(il colesterolo “buono”) e i danni coronarici. La formazione 
delle placche nei vasi sanguigni ha inizio quando le LDL 
contenenti acidi grassi parzialmente ossidati aderiscono al- 
la matrice extracellulare delle cellule epiteliali che rivesto- 
no le arterie e vi si accumulano (Figura 21.46). Le cellule 
del sistema immunitario (monociti) vengono attratte nelle 
regioni in cui sono presenti questi accumuli di LDL e si dif- 
ferenziano in macrofagi, che possono internalizzare le LDL 
e il colesterolo che esse contengono. I macrofagi non pos- 
sono limitare la loro assunzione di steroli e, con l'aumento 
crescente di esteri del colesterolo e di colesterolo libero, 
queste cellule si trasformano in cellule schiumose (hanno 
aspetto schiumoso quando vengono osservate al microsco- 
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Figura 21.46 Ruolo svolto dalle cellule schiumose nella formazione delle placche aterosclerotiche. 


pio). In seguito all’accumulo dell’eccesso di colesterolo li- 
bero nelle cellule schiumose e nelle loro membrane, queste 
vanno incontro ad apoptosi. In un lungo arco di tempo, le 
arterie tendono progressivamente a occludersi, man mano 
che le placche costituite da materiale della matrice extra- 
cellulare, tessuto cicatriziale formatosi dalla muscolatura 
liscia e dalle rimanenze delle cellule schiumose diventano 
sempre più spesse. Talvolta capita che una placca si stacchi 
dal sito della sua formazione e venga trasportata attraverso 
il torrente circolatorio in una regione più stretta di un’arte- 
ria localizzata nel cervello o nel cuore, causando un ictus o 
un attacco cardiaco. 

Nell’ipercolesterolemia familiare, i livelli di colesterolo 
nel sangue sono molto elevati; i pazienti colpiti da questa 
patologia sviluppano gravi forme di aterosclerosi già nell’in- 
fanzia. In questi individui il recettore per le LDL è difet- 


toso e quindi l'assunzione del colesterolo legato alle LDL 
mediata dal recettore non avviene. Di conseguenza il cole- 
sterolo ingerito con la dieta non viene rimosso dal sangue 
e tende ad accumularsi nelle cellule schiumose favorendo 
la formazione di placche aterosclerotiche. La sintesi di co- 
lesterolo endogeno continua anche quando nell’organismo 
è presente un eccesso di colesterolo, in quanto il colestero- 
lo extracellulare non può entrare nel citosol delle cellule e 
regolare la propria sintesi intracellulare (Figura 21.44). Per 
il trattamento dei pazienti affetti da ipercolesterolemia fa- 
miliare o da altre malattie che provocano un aumento del 
livello del colesterolo nel siero viene usata una classe di far- 
maci, chiamati statine, isolati da fonti naturali o prodotti 
per sintesi dall'industria farmaceutica. Le statine sono si- 
mili al mevalonato (Box 21.3) e sono inibitori competitivi 
della HMG-CoA reduttasi. O 


Box 21 
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Le malattie coronariche sono la principale causa di morte 
nei paesi sviluppati. Le arterie coronariche, che portano 
il sangue al cuore, si restringono a causa della forma- 
zione di depositi lipidici, chiamati placche ateroscleroti- 
che (contenenti colesterolo, proteine fibrose, depositi di 
calcio, piastrine e detriti cellulari). Scoprire il nesso tra 
l’occlusione arteriosa e i livelli ematici del colesterolo è 
stato uno dei principali obiettivi della medicina del XX 
secolo, che tra l’altro ha suscitato diverse dispute, risolte 
solo con lo sviluppo di farmaci contro l’ipercolesterole- 
mia. Il “Framingham Heart Study” è un’indagine longi- 
tudinale (prolungata nel tempo) cominciata nel 1948 
e attiva ancora oggi, indirizzata all’identificazione dei 
fattori correlati alle patologie cardiovascolari. I parte- 
cipanti, circa 5000 persone, tutti provenienti dalla città 
di Framingham, nel Massachusetts, sono stati sottoposti 
a esami medici periodici e a interviste sul loro stile di 
vita. La terza generazione di partecipanti è stata inclusa 
a partire dal 2002. Questo studio ha portato all’identifi- 
cazione dei fattori di rischio delle malattie cardiovasco- 
lari, comprendenti il fumo, l’obesità, l’inattività fisica 


L'ipotesi dei lipidi e lo sviluppo delle statine 


(sedentarietà), il diabete, l’elevata pressione sanguigna 
e gli elevati livelli di colesterolo nel sangue. 

Nel 1913 N.N. Anitschkov, un patologo generale di San 
Pietroburgo, in Russia, pubblicò uno studio che dimo- 
strava come ratti tenuti a dieta ricca di colesterolo svi- 
luppavano lesioni molto simili a quelle delle placche 
aterosclerotiche dell’uomo. Anitschkov continuò la spe- 
rimentazione in questo settore di ricerca per qualche 
decennio ancora, pubblicando i suoi risultati nelle riviste 
più quotate. Tuttavia, il suo lavoro non venne accettato 
come modello della aterosclerosi umana, in quanto allora 
si riteneva che l’aterosclerosi dovesse essere considerata 
semplicemente come una conseguenza del processo di 
invecchiamento, e quindi non poteva essere prevenuta. 
Il nesso tra l’elevata colesterolemia e l’aterosclerosi (l’i- 
potesi dei lipidi) venne però sempre più rafforzandosi col 
tempo, finché negli anni ’60 alcuni ricercatori proposero 
che sarebbe stato utile intervenire terapeuticamente. Ma 
la controversia non ebbe termine, se non quando, nel 
1984, vennero pubblicati i risultati di una vasta ricerca 


clinica sulla prevenzione delle malattie coronariche, sotto 
> (segue) 
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Akira Endo 


Alfred Alberts 


l'egida dei National Institutes of Health degli Stati Uniti, 
che dimostravano chiaramente il nesso tra la diminu- 
zione di attacchi cardiaci a fronte di livelli di colesterolo 
più bassi. La ricerca si basava sull’uso di una resina che 
lega i sali biliari, per controllare i livelli di colesterolo. 
I risultati stimolarono la ricerca di nuovi e più efficaci 
interventi terapeutici, ma la controversia ebbe termine 
solo verso la fine degli anni ’80 e negli anni ’90 con lo 
sviluppo delle statine. 

Il Dr. Akira Endo, dell’azienda Sankyo di Tokyo, scoprì 
la prima statina e pubblicò il lavoro nel 1976. Endo si 
era interessato al metabolismo del colesterolo già da 
tempo e nel 1971 propose che i funghi, che a quel tempo 
venivano analizzati alla ricerca di nuovi antibiotici, po- 
tessero anche contenere un inibitore della sintesi del 
colesterolo. Nell'arco di alcuni anni egli analizzò più 
di 6000 colture di funghi, fino a che trovò un risultato 
positivo. Il composto che venne isolato fu denominato 
compattina (Figura 1), ed era in grado di diminuire i 
livelli di colesterolo nei cani e nelle scimmie. Il lavoro 
di Endo attirò l’attenzione di Michael Brown e Joseph 
Goldstein della Facoltà di Medicina dell’Università del 
Texas-Southwestern. Brown e Goldstein iniziarono una 
collaborazione con Endo e confermarono i suoi risultati. 
Alcuni dati assai incoraggianti, ottenuti durante le prime 
prove cliniche, convinsero diverse case farmaceutiche a 
interessarsi alle statine. Un gruppo di ricercatori della 
Merck, condotti da Alfred Alberts e P Roy Vagelos comin- 
ciarono ad analizzare altre colture fungine e trovarono 
un risultato positivo dopo averne analizzate appena 18. 
La nuova statina venne chiamata lovastatina (Figura 
1). La voce che intanto si era diffusa che la compattina, 
somministrata in dosi elevate ai cani, è cancerogena ral- 
lentò nel 1980 la corsa verso lo sviluppo di nuove statine, 
ma erano sempre più evidenti i benefici che i pazienti 
intanto ne traevano. Dopo una serie di consultazioni tra 
scienziati di tutto il mondo e l’intervento della Food and 
Drug Administration, la Merck procedette con prudenza 
allo sviluppo della lovastatina. Tutta la sperimentazione 
clinica condotta nei due decenni successivi non dimostrò 
alcun effetto cancerogeno della lovastatina o di altre 
statine di nuova generazione. 

Le statine inibiscono l’HMG-CoA reduttasi perché una 
parte della loro struttura è simile a quella del mevalonato 


P. Roy Vagelos 
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(Figura 1), e quindi inibiscono 
la sintesi del colesterolo. Il 
trattamento con la lovastatina 
diminuisce i livelli sierici del 
colesterolo fino al 30% negli 
individui ipercolesterolemici 
con una copia difettosa del 
gene del recettore delle LDL. 
L'effetto è ancora più evidente 
se al trattamento con lovasta- 
tina si affianca quello con le 
resine edibili che legano i sali 
biliari e impediscono il loro 
riassorbimento dall’intestino. 

Le statine sono oggi i farmaci più usati per diminuire 
il livello sierico del colesterolo. Gli effetti collaterali in- 
desiderati costituiscono sempre un problema quando 
si sperimentano nuovi farmaci, ma per le statine molti 
degli effetti collaterali sono positivi. Le statine miglio- 
rano il flusso sanguigno, aumentano la stabilità delle 
placche aterosclerotiche (impedendone la rottura e la 
conseguente ostruzione del flusso sanguigno), riducono 
l'aggregazione piastrinica e l’infiammazione vascolare. 
Alcuni di questi effetti si verificano prima che i livelli del 
colesterolo diminuiscano nei pazienti che assumono le 
statine per la prima volta, e potrebbero essere dovuti a 
un’inibizione secondaria della sintesi degli isoprenoidi 
da parte delle statine. Però non tutti gli effetti delle sta- 
tine sono positivi. Alcuni pazienti, in special modo quelli 
che assumono le statine insieme con altri farmaci che 
diminuiscono i livelli del colesterolo, lamentano dolori 
muscolari e debolezza, che può diventare grave e debili- 
tante. Altri effetti collaterali sono stati ben documentati, 
ma sono rari, e nella grande maggioranza dei pazienti la 
diminuzione del rischio di complicazioni coronariche è 
di gran lunga più vantaggiosa rispetto ai possibili effetti 
collaterali indesiderati. Come per tutti i farmaci anche le 
statine devono essere usate solo sotto controllo medico. 
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Figura 1 Le statine come inibitori della HMG-CoA reduttasi. 
Confronto tra le strutture del mevalonato e dei quattro composti 
di interesse farmaceutico (statine) che inibiscono la HMG-CoA 
reduttasi. 
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e  Iltrasporto inverso del colesterolo operato dalle HDL 
contrasta la formazione delle placche e l'insorgenza 
dell'aterosclerosi 

Le HDL hanno un ruolo fondamentale nella via del tra- 
sporto inverso del colesterolo (Figura 21.47), riducendo il 
danno potenziale che deriva dalla formazione delle cellu- 
le schiumose. Le HDL impoverite (con basso contenuto di 
colesterolo) assumono il colesterolo conservato all’interno 
dei tessuti extraepatici (comprese le cellule schiumose pre- 
senti nel sito in cui si stanno formando le placche) e lo tra- 
sportano al fegato. Nell’uscita del colesterolo dalle cellule 
sono coinvolti due trasportatori che possiedono un domi- 
nio che lega l’ATP (ABC). In questo processo, l’apoA-I in- 
teragisce con il trasportatore ABC (ABCA1) in una cellu- 
la ricca di colesterolo. PABCA1 trasporta un carico di co- 
lesterolo dall’interno della cellula alla superficie esterna 
della membrana plasmatica, dove l’apoA-I senza lipidi o 
povera di lipidi lo raccoglie e lo trasporta al fegato. Un al- 
tro trasportatore ABC (l’ABCG1) interagisce con le HDL 
mature facilitando lo spostamento del colesterolo dall’in- 
terno della cellula alle HDL. Questo efflusso è particolar- 
mente critico quando coinvolge il trasporto inverso del 
colesterolo dalle cellule schiumose presenti nei siti di for- 
mazione delle placche che si formano nei vasi sanguigni 
degli individui che soffrono di patologie cardiovascolari. 


I livelli di HDL sono molto bassi in individui con 
deficienza familiare di HDL, e quasi nulli nella 

malattia di Tangier (Figura 21.47). Entrambe 
queste malattie genetiche sono causate da mutazioni della 
proteina ABCA1 menzionata in precedenza. Nelle HDL po- 
vere di colesterolo, l’apoA-I non può prelevare colesterolo 
dalle cellule prive di ABCA]1, e l’apoA-I e le HDL povere di 
colesterolo vengono così rapidamente rimosse dal circolo 
sanguigno e distrutte. Sia la deficienza familiare di HDL, sia 
la malattia di Tangier sono malattie molto rare (sono note 
meno di 100 famiglie nel mondo con la malattia di Tangier), 
ma confermano l'importante ruolo delle proteine ABCA1 
E ABCGI nella regolazione plasmatica dei livelli di HDL. O 
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Figura 21.47 Trasporto inverso del colesterolo. L'ApoA-l e le 

HDL prelevano il colesterolo in eccesso dalle cellule periferiche per 
mezzo dei trasportatori ABCA1 e ABCG1 e lo riportano al fegato. Negli 
individui con difetti genetici dell'ABCAT1, l'inefficacia del trasporto 
inverso del colesterolo genera l'insorgenza precoce di patologie 
cardiovascolari molto gravi come la malattia di Tangier e la deficienza 
familiare di HDL. 
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e Gliormonisteroidei si formano per rottura della catena 
laterale e ossidazione del colesterolo 

Nell'uomo tutti gli ormoni steroidei derivano dal colestero- 
lo (Figura 21.48). Nella corteccia delle ghiandole surrenali 
vengono sintetizzate due classi di ormoni steroidei: i mine- 
ralcorticoidi, che controllano il riassorbimento degli ioni 
inorganici (Na*, CI e HCO;) da parte del rene, e i gluco- 
corticoidi, che cooperano nella regolazione della gluconeo- 
genesi e riducono la risposta infiammatoria. Gli ormoni ses- 
suali sono prodotti nelle gonadi sia maschili che femminili 
e nella placenta. In questa classe di ormoni sono compresi 
gli androgeni (per esempio, il testosterone) e gli estroge- 
ni (per esempio, l’estradiolo), che influenzano lo sviluppo 
dei caratteri sessuali secondari rispettivamente nei maschi 
e nelle femmine; il progesterone regola invece il ciclo ri- 
produttivo delle femmine. Gli ormoni steroidei sono effi- 
caci a concentrazioni molto basse e quindi sono sintetizzati 
in quantità limitate. In confronto ai sali biliari, la loro pro- 
duzione consuma ben poco colesterolo. 
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La sintesi di questi ormoni richiede la rimozione di 
parte o di tutti gli atomi di carbonio della “catena latera- 
le” che parte dall’atomo di carbonio C-17 dell’anello D del 
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Figura 21.48 Alcuni ormoni steroidei derivati dal colesterolo. 
Le strutture di alcuni di questi composti sono mostrate nella Figura 
10.19. 
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colesterolo. La rimozione comporta l'introduzione di due 
gruppi ossidrilici in due atomi di carbonio (C-20 e C-22) 
nella catena laterale. Questa reazione è seguita dalla rot- 
tura del legame che unisce i due atomi di carbonio (Figura 
21.49). Per la formazione dei singoli ormoni è necessario 
introdurre anche atomi di ossigeno. Tutte le reazioni di os- 
sidrilazione e di ossigenazione nella biosintesi degli steroli 
sono catalizzate da ossidasi a funzione mista (Box 21.1) che 
utilizzano NADPH, O; e il citocromo mitocondriale P-450. 
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Figura 21.49 La rottura della catena laterale nella sintesi 
degli ormoni steroidei. || citocromo P-450 agisce da trasportatore 
di elettroni in questo sistema di ossidasi a funzione mista che 
ossida atomi di carbonio adiacenti. Il sistema richiede anche altre 
proteine per il trasferimento degli elettroni, come l'adrenodossina 
e l'adrenodossina reduttasi. Questo sistema di rottura della catena 
laterale è presente nei mitocondri delle cellule della corteccia 
surrenale, dove avviene la produzione degli ormoni steroidei. Il 
pregnenolone è il precursore di tutti gli ormoni steroidei (vedi la 
Figura 21.48). 
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e Gliintermedi della sintesi del colesterolo possono avere 
molti destini metabolici alternativi 
Oltre al suo ruolo di intermedio nella biosintesi del coleste- 
rolo, l’isopentenil pirofosfato è anche il precursore attivato 
di una vasta gamma di biomolecole con funzioni biologiche 
diverse (Figura 21.50). In questo gruppo di composti sono 
comprese le vitamine A, E e K, i pigmenti vegetali come il 
carotene e la catena fitolica della clorofilla, la gomma na- 
turale, molti oli essenziali come i principi odorosi dell’olio 
di limone, dell’eucalipto e del muschio, l'ormone giovani- 
le degli insetti che controlla la loro metamorfosi, i dolico- 
li che servono come trasportatori liposolubili nella sintesi 
dei polisaccaridi complessi, l’ubichinone e il plastochinone, 
i trasportatori di elettroni nei mitocondri e nei cloroplasti. 
Nell’insieme queste molecole sono chiamate isoprenoidi. In 
natura sono state scoperte più di 20 000 differenti molecole 
di isoprenoidi e ogni anno ne vengono scoperte a centinaia. 
La prenilazione (l'attacco covalente di un isoprenoide; 
vedi la Figura 2735) è un meccanismo comune, attraver- 
so cui si possono ancorare proteine alla superficie interna 
delle membrane cellulari dei mammiferi (vedi la Figura 
11.15). In alcune di esse, il lipide legato è il gruppo farne- 
silico a 15 atomi di carbonio; altre possiedono invece un 
gruppo geranilgeranilico a 20 atomi di carbonio. Linser- 
zione di questi due composti richiede la presenza di due 
enzimi diversi ed è possibile che le reazioni di prenilazio- 
ne servano a indirizzare le proteine verso membrane di- 
verse, a seconda del tipo di lipide che è stato legato alla 
proteina. Queste reazioni di prenilazione indicano un’al- 
tra funzione dei derivati isoprenici che si formano duran- 
te la sintesi del colesterolo. 
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Figura 21.50 Una panoramica della biosintesi degli 
isoprenoidi. La struttura di molti di questi prodotti finali è mostrata 
nel Capitolo 10. 
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SOMMARIO 21.4 

Colesterolo, steroidi e isoprenoidi: 

biosintesi, regolazione e trasporto 

Il colesterolo si forma a partire dall’acetil-CoA in 

una serie complessa di reazioni, i cui intermedi sono 

B-idrossi-B-metilglutaril-CoA, mevalonato e due iso- 

preni attivati, il dimetilallil pirofosfato e l’isopentenil 

pirofosfato. La condensazione delle unità isopreniche 
produce lo squalene, che viene ciclizzato per generare 

il nucleo steroideo condensato e la sua catena laterale. 

Il colesterolo e gli esteri del colesterolo sono trasportati 

dal sangue sotto forma di lipoproteine plasmatiche. Le 

VLDL trasportano colesterolo, gli esteri del colesterolo 

e i triacilgliceroli dal fegato agli altri tessuti dove i tria- 

cilgliceroli vengono degradati dalla lipoproteina lipasi 

e le VLDL sono convertite in LDL. Queste ultime sono 

ricche di colesterolo e dei suoi esteri e sono assimilate 

per endocitosi mediata da recettore, in quanto l’apoli- 
poproteina B-100 dell’LDL viene riconosciuta da recet- 
tori della membrana plasmatica. 

La sintesi e il trasporto del colesterolo sono sottoposti a 

una complessa regolazione operata da ormoni, dal con- 

tenuto intracellulare di colesterolo e dal livello energeti- 
co cellulare (la concentrazione di AMP). PHMG-COA re- 
duttasi è regolata in modo allosterico e da modificazioni 
covalenti. Inoltre, le velocità della sua sintesi e della sua 
degradazione sono controllate da un complesso di tre 
proteine: Insig, SCAP e SREBP, che “sentono” i livelli 

di colesterolo e favoriscono l'aumento della sintesi o la 

degradazione dell’HMG-CoA reduttasi. Viene regolato 

anche il numero di recettori delle LDL presenti su cia- 
scuna cellula in base al contenuto di colesterolo. 

e Le abitudini alimentari o i difetti genetici del metabo- 
lismo del colesterolo possono portare all’insorgenza 
dell’aterosclerosi e di patologie cardiache. Nel trasporto 
inverso del colesterolo, ’HDL rimuove il colesterolo dai 
tessuti periferici trasportandolo al fegato. Riducendo il 
contenuto di colesterolo presente nelle cellule schiumo- 
se, ’HDL protegge dall’insorgenza dell’aterosclerosi. 

e Gli ormoni steroidei (glucocorticoidi, mineralcorticoidi 
e ormoni sessuali) sono prodotti dal colesterolo tramite 
la modificazione della catena laterale e con l’introdu- 
zione di atomi di ossigeno nel nucleo steroideo. Oltre 
al colesterolo, un'estesa varietà di composti isoprenoidi 
viene prodotta a partire dal mevalonato attraverso la 
condensazione dell’isopentenil pirofosfato e del dimeti- 
lallil pirofosfato. 

e La prenilazione di certe proteine rende possibile il loro 
ancoraggio alla membrana cellulare interna; questa mo- 
dificazione è essenziale per la loro attività biologica. 


=, Termini chiave 
@2) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


acetil-CoA carbossilasi 851 
acidi biliari 882 

acidi grassi essenziali 863 
acido grasso sintasi 852 
acil-CoA desaturasi 861 


apolipoproteine 882 
aterosclerosi 889 
cardiolipina 873 
cellula schiumosa 889 
cerebroside 876 


chilomicroni 883 
ciclo del 
triacilglicerolo 868 
cicloossigenasi (COX) 863 
circolazione 
enteroepatica 887 
citocromo P-450 862 
endocitosi mediata dal 
recettore 886 
esteri del colesterolo 882 
fattore di attivazione delle 
piastrine 874 
fosfatidilcolina 873 
fosfatidiletanolammina 
873 
fosfatidilglicerolo 873 
fosfatidilserina 873 
gangliosidi 876 
glicerolo 3-fosfato 
deidrogenasi 866 
gliceroneogenesi 868 
HMG-CoA reduttasi 878 
HMG-CoA sintasi 878 
B-idrossi-B-metil glutaril- 
CoA (HMG-CoA) 878 
leucotrieni 865 
lipoproteine a bassa 
densità (LDL) 885 
lipoproteine a densità 
molto bassa (VLDL) 884 
lipoproteine ad alta densità 
(HDL) 887 
malonil-CoA 851 
mevalonato 878 
ossidasi a funzione 
mista 861 
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ossigenasi a funzione 
mista 862 
plasmalogeni 874 
prostaglandina H, 
sintasi 863 
prostaglandine 863 
proteina trasportatrice di 
acili (ACP) 854 
proteina attivatrice della 
scissione della proteina 
SREBP (SCAP) 888 
proteine che legano gli 
elementi regolatori dello 
sterolo (SREBP) 888 
proteina del gene indotta 
dall’insulina (Insig) 888 
recettore X dei retinoidi 


(RXR) 889 
recettore X del fegato 
(LXR) 889 


recettori delle LDL 3885 
sfingomielina 876 
squalene 880 
statine 890 


stearil-ACP 
desaturasi 861 
tiazolidinedioni 870 
tiolasi 878 


trasporto inverso del 
colesterolo 887 
trombossani 865 
trombossano sintasi 
unità isopreniche 
via endogena 885 
via esogena 884 


865 
877 


Può essere anche utile la bibliografia generale dei 


Capitoli 10 e 17 
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Un’eccellente rassegna sulla struttura, la biosintesi e la 


funzione dei lipidi. 
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Biochem. J. 430, pp. 1-19. 
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Maier, T., Jenni, S., e Ban, N. (2006) Architecture of 
mammalian fatty acid synthase at 4.5 A resolution. 
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Enzymes of the cyclooxygenase pathways of prostanoid 
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Una rassegna di livello avanzato. 
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* Biosintesi dei triacilgliceroli e dei fosfolipidi di 
membrana 
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triacylglycerol metabolism: synthesis, lipolysis, and 
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Una rassegna di livello avanzato. 
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pathway - de novo synthesis of phosphatidyletanolamine 
and phosphatidylcoline. IUBMB Life 62, pp. 414-428. 
Kennedy, E.P. (1962) The metabolism and function of 
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Una descrizione classica sul ruolo dei nucleotidi 
contenenti citidina nella sintesi dei fosfolipidi. 
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function of phospholipids in Escherichia coli. J. Biol. Chem. 


265, pp. 1235-1238. 

Una breve rassegna sulla biosintesi dei fosfolipidi e dei 
lipopolisaccaridi nei batteri. 
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La conferenza in occasione del conferimento del Nobel 
all’autore; una descrizione classica della sintesi del 
colesterolo negli animali. 

Boutte, Y., e Grebe, M. (2009) Cellular processes 
relying on sterol functions in plants. Curr. Opin. Plant. 
Biol. 12, pp. 705-713. 
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feedback: from Schoenheimer's bottle to Scap's 
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nelle patologie umane. 
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integration of metabolism by the nuclear sterol-activated 
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Goldstein, J.L., e Brown, M.S. (2008) From fatty steak 
to fatty liver: 33 years of joint publications in the JCI. 

J. Clin. Invest. 118, pp. 1220-1222. 

Un breve ed eccellente riassunto di un lavoro molto 
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mevalonate pathway. Nature 343, pp. 425-430. 
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pp. 422-429. 
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steroidogenesis and its disorders. Endocrine Rev. 32, 

pp. 81-151. 
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Miziorko, H.M. (2011) Enzymes of the mevalonate 
pathway of isoprenoid biosynthesis. Arch. Biochem. 
Biophys. 505, pp. 131-143. 

Nes, D. (2011) Biosynthesis of cholesterol and other 
sterols. Chem. Rev 111, pp. 6423-6451. 

Olson, R.E. (1998) Discovery of the lipoproteins, their 
role in fat transport and their significance as risk factors. 
J. Nutr. 128 (2 Suppl.), pp. 4395-4435. 
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funzioni delle lipoproteine. 

Raghow, R., Yellaturu, C., Deng, X., Park, E.A., e 
Elam, M.B. (2008) SREBPs: the crossroads of 
physiological and pathological lipid homeostasis. Trends 
Endocrinol. Metab. 19, pp. 65-73. 
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Lultimo di cinque capitoli che trattano della controversia 
sul metabolismo lipidico, che ha condotto allo sviluppo 
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e Wang, N. (2008) HDL, ABC transporters, and 
cholesterol efflux: implications for the treatment of 
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Il ruolo svolto dai trasportatori ABC nel trasporto inverso 
del colesterolo. 

Young, S.G., e Fielding, C.J. (1999) The ABCs of 
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cholesterol efflux from macrophage foam cells in 
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= Problemi 


1. Via del carbonio nella sintesi degli acidi grassi. 
Usando le vostre conoscenze sulla biosintesi degli acidi 
grassi, provate a dare una spiegazione alle seguenti 0s- 
servazioni. 

(a) L'aggiunta di [!C]acetil-CoA uniformemente marca- 
to a una frazione solubile (citosolica) di fegato porta 
alla formazione di palmitato marcato con !C. 

(b) Paggiunta di una piccola quantità di [!!C]acetil-CoA 
uniformemente marcato alla frazione solubile di fe- 
gato in presenza di un eccesso di malonil-CoA pro- 
duce palmitato in cui soltanto gli atomi di carbonio 
C-15 e C-16 sono marcati con !C. 

2. Sintesi degli acidi grassi da glucosio. Dopo che 
una persona ha consumato una grande quantità di 
saccarosio, la quantità in eccesso di glucosio e di frut- 
tosio che non viene utilizzata per soddisfare le neces- 
sità energetiche dell’organismo è trasformata in aci- 
di grassi, che diventeranno poi triacilgliceroli. La sin- 
tesi di questi acidi grassi consuma acetil-CoA, ATP e 
NADPH. Come vengono prodotti questi composti a 
partire dal glucosio? 

3. Equazione complessiva della sintesi degli acidi 
grassi. Scrivete l'equazione complessiva della biosin- 
tesi del palmitato nel fegato di ratto, partendo dall’ace- 
til-CoA mitocondriale e da NADPH, ATP e CO, citoso- 
lici. 

4. Via dell’idrogeno nella sintesi degli acidi grassi. 
Consideriamo una preparazione che contenga tutti gli 
enzimi e i cofattori necessari per la biosintesi degli aci- 
di grassi a partire da acetil-CoA e malonil-CoA. 

(a) Se vengono aggiunti come substrati [2-*H]acetil-CoA 
(marcato con deuterio, un isotopo pesante dell’idro- 


geno) 
2 
H 
amb 
| N 
2H S-CoA 


e un eccesso di malonil-CoA non marcato, quanti 
atomi di deuterio sono incorporati nella molecola 
del palmitato e dove sono localizzati? Fornite una 
spiegazione. 

(b) Se vengono aggiunti come substrati acetil-CoA non 
marcato e [2-*H]maloni]l-CoA 


2H 
| 
"00C—C—C 
n. S-CoA 


quanti atomi di deuterio sono incorporati in ogni mole- 
cola di palmitato? In quale posizione? Fornite una spie- 
gazione. 

5. Energetica della f-chetoacil-ACP sintasi. Nella rea- 
zione di condensazione catalizzata dalla B-chetoacil- 
ACP sintasi (vedi la Figura 21.6), un’unità a quattro ato- 
mi di carbonio viene sintetizzata dalla combinazione tra 
un’unità a due atomi di carbonio e un’unità a tre atomi 
di carbonio, con il rilascio di una molecola di CO;. Qual 
è il vantaggio termodinamico di questo processo rispet- 
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to a un processo in cui vengono unite direttamente due 
unità a due atomi di carbonio? 


6. Modulazione dell’acetil-CoA carbossilasi. Lacetil- 


CoA carbossilasi è il principale punto di regolazione del- 

la biosintesi degli acidi grassi. Di seguito sono riportate 

alcune delle proprietà dell’enzima. 

(a) Paggiunta di citrato o di isocitrato aumenta la Vnax 
dell'enzima di ben 10 volte. 

(b) enzima può avere due forme interconvertibili che 
hanno un’attività catalitica molto diversa: 


Protomero (inattivo) => 
polimero filamentoso (attivo) 


Il citrato e l’isocitrato si legano di preferenza alla for- 
ma filamentosa, mentre il palmitil-CoA si lega al pro- 
tomero. 

Spiegate come queste proprietà si adattano alla funzio- 
ne regolatoria dell’acetil-CoA carbossilasi nella biosin- 
tesi degli acidi grassi. 


7. Sistemi navetta sulla membrana mitocondriale 


per il trasporto dei gruppi acetilici. Il gruppo ace- 

tilico dell’acetil-CoA, prodotto dalla decarbossilazio- 

ne ossidativa del piruvato nei mitocondri, viene tra- 
sferito nel citosol dal sistema navetta descritto nella 

Figura 21.10. 

(a) Scrivete l'equazione complessiva del trasferimento 
di un’unità acetilica dal mitocondrio al citosol. 

(b) Qual è il costo di questo processo in molecole di 
ATP per unità acetilica? 

(c) Nel Capitolo 17 abbiamo incontrato un sistema di 
trasporto degli acili nel trasferimento degli acil-CoA 
dal citosol ai mitocondri per la loro } ossidazione 
(vedi la Figura 176). Il sistema di trasporto può con- 
tribuire a mantenere separati il CoA mitocondriale 
da quello citosolico. Anche il sistema navetta delle 
unità acetiliche raggiunge questo risultato? Fornite 
una spiegazione. 


8. Richiesta di ossigeno delle desaturasi. La biosintesi 


di palmitoleato (vedi la Figura 21.12), un comune aci- 
do grasso insaturo con un doppio legame cis in posizio- 
ne A°, utilizza palmitato come precursore. Questo pro- 
cesso può avvenire in condizioni strettamente anaero- 
biche? Motivate la vostra risposta. 


9. Costo energetico della sintesi dei triacilgliceroli. 


Usando un'equazione complessiva per la sintesi di tri- 
palmitilglicerolo (la tripalmitina) da glicerolo e palmi- 
tato, mostrate quante molecole di ATP sono necessarie 
per la formazione di una molecola di questo triacilgli- 
cerolo. 


10. Turnover dei triacilgliceroli nel tessuto adiposo. 


Quando viene aggiunto [!C]glucosio a una dieta bi- 
lanciata somministrata a ratti adulti, non si osserva un 
aumento della quantità totale di triacilgliceroli con- 
servati, ma i triacilgliceroli diventano marcati con !4C. 
Fornite una spiegazione. 


CAPITOLO 21 
Biosintesi dei lipidi 897 


cole di ATP della sintesi della fosfatidilcolina attraverso 
questa via? 


12. Via di salvataggio per la sintesi della fosfatidilcoli- 


na. Un ratto giovane mantenuto con una dieta povera 
di metionina smette di crescere, a meno che non venga 
aggiunta colina nella dieta. Fornite una spiegazione. 


13. Sintesi di isopentenil pirofosfato. Se 2-[!!C]acetil- 


CoA viene aggiunto a un omogenato di fegato di rat- 
to che sta sintetizzando colesterolo, dove apparirà la 
marcatura nel A*-isopentenil pirofosfato, la forma at- 
tivata di una unità isoprenica? 


14. Donatori attivati nella sintesi dei lipidi. Nella bio- 


sintesi dei lipidi complessi, i componenti sono costrui- 
ti mediante il trasferimento dei vari gruppi chimici da 
donatori attivati. Per esempio, il donatore attivato di 
unità acetiliche è l’acetil-CoA. Per ciascuno dei seguen- 
ti gruppi, indicate qual è il donatore attivato: (a) fosfato, 
(b) p-glucosile, (c) fosfoetanolammina, (d) p-galattosile, 
(e) acile, (f) metile, (g) unità bicarboniose nella sintesi 
degli acidi grassi, (h) A*-isopentenile. 


15. Importanza dei grassi nella dieta. Sottoponendo rat- 


ti giovani a una dieta senza grassi, essi crescono poco, 
sviluppano dermatiti squamose, perdono il pelo e van- 
no incontro a morte precoce. Tutti questi sintomi pos- 
sono essere prevenuti aggiungendo alla dieta linoleato 
o materiale vegetale. Che cosa rende il linoleato un aci- 
do grasso essenziale? Perché può essere sostituito con 
materiale vegetale? 


16. Regolazione della biosintesi del colesterolo. Il co- 


lesterolo nell'uomo può essere ottenuto dalla dieta o 
sintetizzato ex novo. Un adulto che segue una dieta a 
basso contenuto di colesterolo di solito sintetizza nel 
fegato 600 mg di colesterolo al giorno. Se la percen- 
tuale di colesterolo assunta con la dieta è già elevata, 
la sintesi ex novo di colesterolo è drasticamente ridot- 
ta. Come avviene questo tipo di regolazione? 


17. Abbassamento dei livelli di colesterolo nel 


siero con le statine. I pazienti trattati con far- 
maci del tipo statine reagiscono con un evidente abbas- 
samento del colesterolo nel siero. Tuttavia i livelli di 
HMG-CoA reduttasi possono aumentare significativa- 
mente. Suggerite una spiegazione a questo fenomeno. 


18. Ruolo degli esteri dei tioli nella biosintesi del cole- 


sterolo. Proponete un possibile meccanismo di reazio- 
ne per le tre reazioni mostrate nella Figura 21.34, che 
descrive la via metabolica per la sintesi del mevalonato 
a partire dall’acetil-CoA. 


19. Potenziali effetti collaterali del trattamento 


con le statine. Anche se la sperimentazione cli- 
nica atta a verificare i benefici e gli effetti collaterali non 
è stata ancora condotta, alcuni medici suggeriscono ai 
pazienti trattati con statine di assumere un supplemen- 
to di coenzima Q. Quale potrebbe essere il motivo? 


11. Costo energetico della sintesi della fosfatidilcolina. = Problema sull'analisi dei dati 
Scrivete la sequenza di tappe e la reazione complessiva — IllnZ 
della biosintesi della fosfatidilcolina mediante la via di 20.Ingegnerizzazione di E. coli al fine di produrre 
salvataggio, partendo da oleato, palmitato, diidrossiace- grandi quantitativi di un isoprenoide. Esiste una 
tone fosfato e colina. Qual è il costo in numero di mole- enorme varietà di isoprenoidi naturali, alcuni dei qua- 
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li sono prodotti industrialmente e hanno importanza 
medica o commerciale. I metodi di produzione si ba- 
sano sulla sintesi enzimatica in vitro, che però è costo- 
sa e di bassa resa. Nel 1999, Wang, Oh e Liao resero no- 
ti i loro esperimenti di ingegnerizzazione di E. coli, un 
batterio facilmente coltivabile, per la produzione della 
astaxantina, un isoprenoide di interesse commerciale. 
Pastaxantina è un pigmento carotenoide (un antiossi- 
dante) di colore rosso-arancione, prodotto da alcune al- 
ghe marine. Gli animali marini, come il gambero e l’ara- 
gosta, e anche alcuni pesci che si nutrono di alghe, de- 
vono il loro colore all’astaxantina. L’astaxantina è com- 
posta di otto unità isoprenoidi. La sua formula moleco- 
lare è C4oH504: 


Astaxantina 


(a) Individuate le otto unità isoprenoidi che fanno par- 
te della molecola dell’astaxantina. Suggerimento: 
servirsi dei metili come guida. 

P’astaxantina viene sintetizzata tramite la via metaboli- 

ca mostrata nella pagina seguente, a partire dal A*-iso- 

pentenil pirofosfato (IPP). Le tappe © e @ sono mo- 
strate nella Figura 21.36 e la reazione catalizzata dalle 

IPP isomerasi è mostrata nella Figura 21.35. 

(b) Nella tappa © della via metabolica, due molecole 
di geranil-geranil pirofosfato si legano insieme per 
formare il fitoene. Si tratta di un legame testa-testa 
o coda-coda? (Vedi la Figura 21.36 peri dettagli). 

(c) Descrivete brevemente le trasformazioni chimiche 
della tappa 0. 

(d) La sintesi del colesterolo (vedi la Figura 21.37) in- 
clude un passaggio di ciclizzazione (chiusura dell’a- 
nello), che comporta un’ossidazione netta da parte 
dell’O;. La ciclizzazione della tappa @ della via di 
sintesi dell’astaxantina comporta una ossidazione 
netta del substrato (il licopene)? Commentate la ri- 
sposta. 

E. coli non produce grandi quantità di isoprenoidi e 

non sintetizza l’astaxantina. È noto che sintetizza pic- 

cole quantità di IPP, di DMAPP di geranil pirofosfato, 

farnesil pirofosfato, e geranilgeranil pirofosfato. Wang e 

collaboratori hanno clonato alcuni geni di E. coli che co- 

dificano gli enzimi necessari per la sintesi dell’astaxanti- 

na in plasmidi che ne permettono la sovraespressione. I 

geni clonati includono l’idi, che codifica la IPP isomera- 

si, e l’ispA, che codifica la preniltrasferasi che catalizza 
letappe®c @. 

Per ingegnerizzare un ceppo di E. coli in grado di com- 

pletare la via della astaxantina, Wang e collaboratori 

hanno clonato diversi geni da altri batteri in plasmidi 
che possono essere sovraespressi in F. coli. Questi geni 
includono crtE da Erwinia uredovora, che codifica un 


enzima che catalizza la tappa @; e crtB, crtI, crtY, crtZ e 
crtW da Agrobacterium aurantiacum, che codifica gli en- 
zimi delle tappe ©, 6, 0, O e 6, rispettivamente. 

I ricercatori hanno anche clonato il gene gps da Archaeo- 

globus fulgidus, hanno sovraespresso questo gene in 

E. coli, e hanno purificato il prodotto genico. Quando 

questo è stato fatto reagire con [!C]IPP e DMAPP 0 

con il geranil pirofosfato, o con il farnesil pirofosfato, 

in ogni caso si produceva esclusivamente !*C-geranil- 
geranil pirofosfato. 

(e) Sulla base di questi dati, qual è la tappa(e) della via 
metabolica catalizzata dall’enzima codificato da gps? 
Spiegate la vostra risposta. 

Wang e collaboratori hanno costruito vari ceppi di E. coli 

che sovraesprimono differenti geni e hanno individua- 

to le colonie color arancio (le colonie del ceppo selvati- 
co sono di color biancastro) e la quantità di astaxantina 


prodotta. I risultati vengono riportati nella seguente ta- 
bella. 


Color Resa in astaxantina 
Ceppo Gene(i) sovraespresso(i) arancio (ug /g peso secco) 


1 criBIZYW - ND 
2. crtBIZYWispA = ND 
3. criBIZYWidi Hi ND 
4 crt(BIZYWidi ispA i ND 
5. crtBIZYWcrtE + 32,8 
6 crtBIZYWcrtE, ispA + 35,3 
7. crtBIZYWcenE idi ++ 234,1 
8 criBIZYWcntE idi, ispA 390,3 
9 crtBIZYW gps + 35,6 
10. criBIZYW gps, idi È 1418,8 


Nota: ND, non determinato. 


(f) Dal confronto dei risultati ottenuti con i ceppi da 1 
a4e coni ceppi da 5 a 8, che cosa si può concludere 
circa l’espressione del livello di un enzima in grado 
di catalizzare la tappa © della via di sintesi dell’a- 
staxantina nel ceppo selvatico di E. coli? Commen- 
tate la vostra risposta. 

(g) Sulla base dei dati riportati, qual è l'enzima che li- 
mita la velocità della via di sintesi, l’IPP isomerasi 
o l'enzima codificato dal gene idi? Commentate la 
vostra risposta. 

(h) Secondo voi un ceppo che sovraesprime i geni 
crtBIZYW gps e crtE produrrà quantità basse (+), 
medie (++) o elevate (+++) di astaxantina, misu- 
rata in base all’intensità del colore arancione? Com- 
mentate la vostra risposta. 
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N azoto è l'elemento più abbondante negli organismi 
viventi, ovviamente dopo il carbonio, l'idrogeno e 
l'ossigeno; la maggior parte è in forma legata agli am- 

minoacidi e ai nucleotidi. In questo capitolo discuteremo 
tutti gli aspetti del metabolismo di questi composti con- 
tenenti azoto, eccetto quello degli amminoacidi, che è già 
stato trattato nel Capitolo 18. 

Le vie di biosintesi degli amminoacidi e dei nucleoti- 
di verranno trattate insieme, non solo perché entrambe le 
classi di molecole contengono azoto (che deriva da fonti 
biologiche comuni), ma anche perché le due vie sono stret- 
tamente interconnesse e hanno molti intermedi in comu- 
ne. Infatti alcuni amminoacidi, o parti delle molecole degli 
amminoacidi, vengono incorporati nelle strutture purini- 
che e pirimidiniche. In un caso una parte dell'anello puri- 
nico viene incorporata in un amminoacido (l’istidina). Le 
due vie biosintetiche hanno in comune anche molti pro- 
cessi chimici, in particolare le reazioni di trasferimento 
dell'azoto e delle unità monocarboniose. 

Le vie che verranno descritte nelle pagine seguenti pos- 
sono anche spaventare gli studenti che le affrontano per 
la prima volta; le eventuali difficoltà non derivano dalla 
chimica di questi processi, che in molti casi è ormai ben 
definita, ma dall’elevato numero di tappe e di intermedi. 
Diventerà più facile affrontare questo argomento ricor- 
dando i principi metabolici già analizzati riguardo agli in- 
termedi, ai precursori e alle classi di reazioni comuni. Per 
comprendere le insolite trasformazioni chimiche che av- 
vengono in queste vie metaboliche può essere d’aiuto uno 
sguardo alla chimica. L'utilizzo, in rari processi biologici, 
di metalli come il molibdeno, il selenio e il vanadio è un 
esempio di questa complessità. La fatica sarà ripagata da 
numerosi vantaggi, in particolare per gli studenti di medi- 
cina e di veterinaria. Molte forme di malattie genetiche de- 
rivano dall'assenza di uno o più enzimi di queste vie. Molti 
farmaci usati per combattere malattie infettive e molti dei 


più importanti agenti chemioterapici contro il cancro sono 
inibitori di enzimi di queste vie metaboliche. 

La regolazione è uno degli aspetti fondamentali della 
biosintesi dei composti contenenti azoto. Dato che ogni 
amminoacido o nucleotide è necessario in quantità mol- 
to piccole, il flusso metabolico attraverso queste vie non 
potrà essere così rilevante come quello che produce car- 
boidrati o grassi nei tessuti degli animali. Ma, dato che i 
diversi amminoacidi e nucleotidi devono essere presen- 
ti nelle cellule nei rapporti corretti e al momento giusto 
per la sintesi delle proteine e degli acidi nucleici, le loro 
vie biosintetiche devono essere regolate accuratamente e 
coordinate tra loro. I livelli di amminoacidi e di nucleoti- 
di, che sono molecole cariche, devono essere regolati per 
il mantenimento dell'equilibrio osmotico cellulare. Come 
abbiamo visto nei capitoli precedenti, le vie metaboliche 
possono essere regolate da modificazioni sia nell’attività 
sia nella quantità degli enzimi che vi partecipano. Nelle 
vie trattate in questo capitolo vi sono esempi di regola- 
zione enzimatica ormai classici. Un’analisi generale della 
regolazione della quantità di enzimi presenti in una cel- 
lula (cioè il rapporto fra sintesi e degradazione) si trova 
nel Capitolo 28. 


Uno sguardo al metabolismo dell'azoto 


Le vie per la sintesi degli amminoacidi e dei nucleotidi 
hanno in comune la necessità di disporre di azoto. Poi- 
ché i composti azotati solubili in genere non sono mol- 
to abbondanti in natura, l’ammoniaca, gli amminoacidi 
e i nucleotidi sono utilizzati con molta parsimonia dalla 
maggior parte degli organismi viventi. Vedremo infatti 
che gli amminoacidi liberi, le purine e le pirimidine for- 
mati durante il turnover metabolico sono spesso recupe- 
rati e riutilizzati. Analizzeremo per prime le vie attraver- 
so cui l’azoto presente nell'ambiente viene introdotto nei 
sistemi biologici. 


e  Ilciclodell'azoto crea una quantità di azoto disponibile 

peri processi biologici 
Anche se l'atmosfera della Terra è per i quattro quinti co- 
stituita da azoto molecolare (N), soltanto un numero re- 
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lativamente limitato di specie può convertire l'azoto at- 
mosferico in forme utili per gli organismi viventi. I pro- 
cessi metabolici di organismi diversi agiscono in modo 
interdipendente per recuperare e riutilizzare l’azoto di- 
sponibile peri processi biologici creando un grande ciclo 
dell’azoto (Figura 22.1). La prima tappa del ciclo dell’a- 
zoto è la fissazione (riduzione) dell’azoto atmosferico da 
parte dei batteri che fissano l’azoto in ammoniaca (NH; 0 
NH7). Anche se l’ammoniaca può essere utilizzata dalla 
maggioranza degli organismi viventi, i batteri del suolo, 
che producono l’energia di cui hanno bisogno ossidando 
l’ammoniaca a nitrito (NO; ) e successivamente a nitra- 
to (NO;), sono così abbondanti che praticamente tutta 
l’ammoniaca prodotta nel suolo viene trasformata in ni- 
trato. Questo processo è noto con il nome di nitrificazio- 
ne. Le piante e molti batteri possono facilmente assumere 
e ridurre il nitrito e il nitrato grazie all’azione delle nitri- 
to e nitrato reduttasi. ammoniaca così formata può es- 
sere incorporata nella molecola degli amminoacidi dalle 
piante. Gli animali utilizzano poi le piante come fonte di 
amminoacidi essenziali e non essenziali per costruire le 
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loro proteine. Quando un organismo muore, per effetto 
della degradazione microbica delle sue proteine l’ammo- 
niaca torna nel suolo, dove viene convertita in nitriti e in 
nitrati dai batteri del suolo, che mantengono un bilancio 
tra azoto fissato e azoto atmosferico convertendo il nitra- 
to in N; in condizioni anaerobiche, un processo chiamato 
denitrificazione (Figura 22.1). I batteri del suolo utiliz- 
zano Y’NO; invece dell'O, come accettore finale di elet- 
troni di una serie di reazioni (come la fosforilazione ossi- 
dativa) che genera un gradiente transmembrana di pro- 
toni, usato poi per la sintesi di ATP. 

Il ciclo dell'azoto viene cortocircuitato da un gruppo di 
batteri che promuovono l'ossidazione anaerobica dell’am- 
moniaca, o anammox (Figura 22.1), un processo che con- 
verte l’ammoniaca e il nitrito in N3. Dal 50% al 70% della 
conversione dell’NH; in N, nella biosfera avviene attraver- 
so questa via, sconosciuta fino agli anni ’80. Gli anaerobi 
obbligati che promuovono l’anammox non solo sono di per 
sé biologicamente interessanti, ma costituiscono anche un 
utile strumento per una soluzione dei problemi del tratta- 
mento dei rifiuti (Box 22.1). 


N, (atmosfera 
Ch ) Batteri, archea e funghi 


Stato di denitrificanti 


ossidazione = 0 


NO; (nitrati) 
Stato di 


Batteri anammox : . 
ossidazione = +5 


NO, (nitriti) 
Stato di 
ossidazione = +3 


Batteri 
nitrificanti 


Figura 22.1 Il ciclo dell'azoto. La quantità totale di azoto fissato ogni anno nella biosfera supera i 10" kg. Le reazioni 
indicate dalle frecce rosse avvengono principalmente in un ambiente anaerobico. 


Box 22.1 Gliinsoliti stili di vita di organismi poco noti ma molto diffusi 


Poiché l'essere umano è un organismo aerobico che uti- 
lizza l'ossigeno, spesso si sottovaluta l’importanza dei bat- 
teri e degli archea, che si riproducono invece in ambienti 
anaerobici. Anche se raramente vengono trattati nei testi 
di biochimica, questi organismi costituiscono gran parte 
della biomassa del nostro pianeta, e il loro contributo al 
mantenimento del giusto rapporto fra carbonio e azoto 
nella biosfera è essenziale per ogni forma di vita. 

Come abbiamo visto nei precedenti capitoli, l'energia 
utilizzata dai sistemi viventi deriva dalla formazione 
dei gradienti protonici attraverso le membrane. Gli elet- 
troni che derivano da substrati allo stato ridotto vengono 
trasferiti a trasportatori elettronici presenti sulle mem- 
brane, fino a giungere a un accettore finale di elettroni. 
Il trasporto elettronico è accompagnato da un rilascio 
di protoni da un lato della membrana, generando così il 
gradiente protonico transmembrana. Il gradiente proto- 
nico viene utilizzato per sintetizzare ATP o per portare 
avanti processi che richiedono ATP Per tutti gli eucarioti, 


il substrato ridotto è in genere uno zucchero (glucosio o 
piruvato) e l’accettore di elettroni è l'ossigeno. 

Molti batteri e archea sono assai più versatili. In ambienti 
anaerobici, come i sedimenti marini e le acque dolci, la 
varietà delle strategie di produzione di energia è stra- 
ordinaria. Quasi tutte le coppie redox possono essere 
una fonte di energia per alcuni organismi specializzati 
o gruppi di organismi. Per esempio, un gran numero 
di batteri litotrofici (un litotrofo è un chemiotrofo che 
utilizza fonti inorganiche di energia; vedi la Figura 1.5) 
ha un’idrogenasi che impiega l'idrogeno molecolare per 
ridurre il NAD*: 


idrogenasi 


H, + NAD* NADH + H* 


Il NADH è la fonte di elettroni per moltissimi accet- 
tori di elettroni legati alla membrana, generando così 
il gradiente necessario per la sintesi di ATP. Altri lito- 
trofi ossidano composti solforati (HS, zolfo elementare 
o tiosolfato) o ioni ferrosi. Un vasto gruppo di archea 

> (segue) 
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Box 22.1 (segue) 


Figura 1 Le reazioni dell'anammox. 
L'ammoniaca e l'idrossilammina vengono 
convertite in idrazina e H,0 dall'idrazina idrolasi; 
l'idrazina viene poi ossidata dall'enzima che 
ossida l'idrazina, generando N) e protoni. | Citosol 
protoni generano un gradiente protonico per la 
sintesi dell'ATP. All'esterno dell'anammoxosoma 
i protoni vengono utilizzati dall'enzima che 
riduce il nitrito, con produzione di idrossido di G 
ammonio, completando così il ciclo. Tutti gli 
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chiamati metanogeni, tutti anaerobi obbligati, ottiene 
energia dalla riduzione della CO; a metano. Questo è solo 
un piccolo esempio di quello che gli organismi anaerobici 
fanno per vivere. Le loro vie metaboliche sono piene di 
reazioni interessanti e di cofattori altamente specializ- 
zati sconosciuti nel nostro mondo di aerobi obbligati. Lo 
studio di questi organismi può avere riflessi pratici e può 
anche aprire nuovi orizzonti sull’origine della vita sulla 
Terra quando l'atmosfera era priva di ossigeno. 

Il ciclo dell'azoto dipende da un’ampia gamma di batteri 
specializzati. Esistono due gruppi di batteri nitrificanti: 
quelli che ossidano l’ammoniaca a nitriti e quelli che os- 
sidano i nitriti a nitrati (vedi la Figura 22.1). Il nitrato è 
secondo solo all’O, come accettore di elettroni, e molti 
batteri e archea possono catalizzare la denitrificazione 
dei nitrati ad azoto, che i batteri fissatori di azoto ricon- 
vertono in ammoniaca. Lammoniaca è il maggior inqui- 
nante nelle acque di scolo e nei rifiuti degli allevamenti 
animali, ed è anche un prodotto collaterale delle fabbri- 
che di fertilizzanti e delle raffinerie. Gli impianti per il 
trattamento dei rifiuti in genere utilizzano un insieme 
di batteri nitrificanti e denitrificanti per convertire l’am- 
moniaca dei rifiuti in azoto atmosferico. Ma il processo è 
costoso e richiede l’apporto di carbonio in forma organica 
e di ossigeno. 


(a) (6) (b) 


RAAAAIR 


Negli anni ’60 e’70 apparvero in letteratura alcuni articoli 
che suggerivano che l’ammoniaca potesse essere ossi- 
data ad azoto anaerobicamente, usando il nitrito come 
accettore di elettroni, un processo che va sotto il nome di 
anammox. Gli articoli non ebbero largo seguito fino a che 
batteri in grado di catalizzare il processo anammox non 
furono scoperti in una discarica per il trattamento dei 
rifiuti a Delft, in Olanda, verso la metà degli anni ’80. Un 
gruppo di microbiologi olandesi condotto da Gijs Kuenen 
e Mike Jetten iniziò uno studio sistematico di questi bat- 
teri, che vennero subito identificati come appartenenti 
al phylum batterico dei planctomiceti. Ma in seguito ci 
furono alcune sorprese. 

La biochimica dei processi anammox fu a poco a poco 
chiarita (Figura 1). L’idrazina (NH), una molecola 
altamente reattiva utilizzata come combustibile per i 
razzi, venne riconosciuta, non senza sorpresa, come un 
metabolita intermedio. Essendo una molecola piccola, 
l’idrazina è una sostanza tossica e difficile da contenere. 
Essa diffonde rapidamente attraverso le tipiche mem- 
brane fosfolipidiche. I batteri anammox hanno risolto 
questo problema sequestrando l’idrazina in un organello 
specializzato, a cui fu dato il nome di anammoxosoma. 
La membrana di questo organello è composta di lipidi 
contenenti ladderano (Figura 2), che non erano mai stati 
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Figura 2 (a)|lipidi contenenti ladderano della membrana 
dell'anammoxosoma. Il meccanismo di sintesi delle strutture ciclobutaniche 
ad anello è sconosciuto. (b) | lipidi contenenti ladderano si impilano 
formando una membrana molto densa, impermeabile e idrofobica, che 
permette il sequestro dell'idrazina prodotta dalle reazioni anmammox. 
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descritti prima. Gli anelli ciclobutanici fusi del ladderano 
si sovrappongono l’un l’altro per formare una barriera 
molto solida, che rallenta notevolmente il rilascio dell’i- 
drazina. Gli anelli ciclobutanici hanno una forte tensione 
e si sintetizzano con difficoltà; il meccanismo di sintesi 
di questi lipidi batterici non è ancora noto. 

Gli anammoxosomi furono una sorpresa. Le cellule batte- 
riche in genere non hanno compartimenti, e l'assenza di 
un nucleo circondato da una membrana viene spesso con- 
siderata come una distinzione primaria tra gli eucarioti 
e i batteri. La presenza di un organello in un batterio 
era già un fatto interessante, ma i planctomiceti hanno 
addirittura un nucleo: il loro DNA cromosomico è conte- 
nuto in una membrana (Figura 3). La scoperta di questa 
organizzazione subcellulare ha stimolato altre ricerche 
sull’origine dei planctomiceti e sull’evoluzione dei nuclei 
eucariotici. I planctomiceti costituiscono una linea bat- 
terica antica con molti generi, tre dei quali catalizzano 
le reazioni anammox. Ulteriori studi su questi batteri 
potrebbero avvicinarsi a quello che è il fine principale 
della biologia dell'evoluzione: la descrizione dell’organi- 
smo a cui si dà il nome di LUCA (the last universalcommon 
ancestor of all life on our planet, l’ultimo progenitore co- 
mune universale della vita sul nostro pianeta). 

Per oraibatterianammox trovano largo impiego nel trat- 
tamento dei rifiuti, abbattendo il costo della rimozione 
dell’ammoniaca di circa il 90% (le fasi convenzionali di 


Analizziamo ora il processo che genera l’ammoniaca 
che viene incorporata nei microrganismi, nelle piante e 
negli animali che si nutrono di queste. 

Oltre il 90% dell’NH7 prodotto dalle piante vascola- 
ri, dalle alghe e dai microrganismi proviene dall’assimila- 
zione dei nitrati, un processo che si svolge in due tappe. 
Per prima cosa, l’NO; viene ridotto a NO; dalla nitrato 
reduttasi, poi ’NO; viene ridotto a NH7 da un trasferi- 
mento di sei elettroni catalizzato dalla nitrito reduttasi 
(Figura 22.2). Entrambe le reazioni comprendono catene 
di trasportatori di elettroni e di cofattori che non abbiamo 
ancora avuto modo di incontrare e di prendere in esame. 
La nitrato reduttasi è una proteina solubile di grandi di- 
mensioni (M, 220 000). All’interno di questo enzima, una 
coppia di elettroni donata dal NADH fluisce attraverso i 
gruppi —SH di cisteine, il FAD, un citocromo (cyt bs57) € 
un nuovo cofattore contenente molibdeno, prima di poter 
ridurre il substrato NO; a NO; . 

La nitrito reduttasi delle piante è localizzata nei cloro- 
plasti e riceve i suoi elettroni dalla ferredossina (che vie- 
ne ridotta dalle reazioni dipendenti dalla luce della fo- 
tosintesi; vedi la Sezione 19.8). Sei elettroni, donati uno 
per volta dalla ferredossina, passano attraverso un centro 
4S-4Fe presente all’interno dell’enzima e poi attraverso 
una nuova molecola simile all’eme (il siroeme) prima di 
ridurre PNO; a NH{ (Figura 22.2). Nei microrganismi non 
fotosintetici, gli elettroni per questa reazione vengono for- 
niti dal NADPH. 
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denitrificazione vengono completamente eliminate, e i 
costi per l’aerazione sono inferiori) e riducendo i prodotti 
di scarto. Certamente una conoscenza più approfondita 
dei batteri presenti nella biosfera sarà di grande aiuto per 
affrontare i problemi ambientali del XXI secolo. 


r—_j 
0,2 um 


Figura 3 Microfotografia al microscopio elettronico a 
trasmissione di una sezione di Gemmata obscuriglobus, che mostra 
il DNA all’interno di un nucleo (N) circondato da un involucro 
nucleare chiuso (NE). 1 batteri del genere Gemmata (phylum dei 
planctomiceti) non promuovono le reazioni amammox. 


e  L'azotoviene fissato dagli enzimi del complesso 

della nitrogenasi 
Solo alcuni batteri e archea possono fissare l’azoto atmo- 
sferico. Questi microrganismi, chiamati diazotrofi, com- 
prendono i cianobatteri del suolo e delle acque dolci e sa- 
late, gli archea metanogenici (anaerobi obbligati, che ot- 
tengono energia e carbonio convertendo l’H, e la CO; in 
metano), altre specie di batteri del suolo, come gli Azoto- 
bacter, e i batteri fissatori di azoto che vivono come sim- 
bionti nei noduli delle radici delle leguminose. Il primo 
importante prodotto della fissazione dell'azoto è l’ammo- 
niaca, che può essere utilizzata da tutti gli organismi diret- 
tamente oppure dopo la sua conversione in altri composti 
solubili come nitriti, nitrati o amminoacidi. 

La riduzione dell'azoto in ammoniaca è una reazione 
esoergonica: 


N; + 3H; > 2NH;  AG'° = — 33,5 kJ/mole 


Il triplo legame N=N è molto stabile, con un’energia di 
legame di 930 kJ/mole. La fissazione dell’azoto, quindi, 
ha un'energia di attivazione molto alta, tanto che l'azoto 
atmosferico è praticamente inerte in condizioni norma- 
li. Fammoniaca viene prodotta a livello industriale attra- 
verso il procedimento di Haber (dal nome del suo inven- 
tore, Fritz Haber), che richiede temperature comprese tra 
400 e 500 °C, e pressioni di azoto e idrogeno di decine di 
migliaia di chilopascal (molte centinaia di atmosfere) af- 
finché possa essere raggiunta la necessaria energia di at- 
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Figura 22.2 Assimilazione dei nitrati da parte della nitrato 
reduttasi e della nitrito reduttasi. (a) Le nitrato reduttasi 
delle piante e dei batteri catalizzano la riduzione a due elettroni 
dell'NO; a NO3, in cui un nuovo cofattore contenente Mo ha un 
ruolo fondamentale. (b) La nitrito reduttasi converte il prodotto 


tivazione. La fissazione biologica dell’azoto invece deve 
avvenire alle temperature degli organismi viventi e a 0,8 
atmosfere di azoto, quindi la barriera costituita dall’ener- 
gia di attivazione deve essere superata in qualche altro 
modo. Un contributo energetico è fornito almeno in par- 
te dal legame e dall’idrolisi dell'ATP. La reazione comples- 
siva è la seguente: 


N, + 10H* + Se + 16ATP > 2NHI + 16ADP + 16P; + H, 


La fissazione biologica dell’azoto è catalizzata da un 
complesso di proteine altamente conservate chiamate com- 
plesso della nitrogenasi, i cui componenti principali so- 
no la dinitrogenasi reduttasi e la dinitrogenasi (Figura 
22.3a). La dinitrogenasi reduttasi (M, 60 000) è un dimero 
con due subunità identiche: contiene un singolo centro re- 
dox 4Fe-4S (vedi la Figura 19.5) posto tra le due subunità, 
che può essere ossidato e ridotto da un singolo elettrone. 
L’enzima ha anche due siti per ’ATP/ADP (uno per ciascu- 
na subunità). La dinitrogenasi (M, 240 000) è un tetrame- 
ro aP2, con due cofattori contenenti ferro che trasferisco- 
no gli elettroni (Figura 22.3b). Uno, il gruppo P, ha una 
coppia di centri 4Fe-4S che condividono un atomo di zolfo 
e formano un centro 8Fe-7S. Il secondo cofattore presente 
nella nitrogenasi, il cofattore FeMo, è una nuova struttu- 
ra composta da 7 atomi di Fe, da 9 atomi di S inorganico, da 
una catena laterale di Cys e da un singolo atomo di carbonio 
posizionato al centro del gruppo FeS. Fa parte del cofattore 
anche un atomo di molibdeno, i cui ligandi sono tre atomi 


della nitrato reduttasi in NH7 tramite un processo che comprende 
il trasferimento di sei elettroni e di otto protoni, in cui il metallo 
nel siroeme trasporta gli elettroni, mentre i gruppi carbossilici 

del siroeme donano i protoni. La fonte iniziale degli elettroni è la 
ferredossina ridotta. 


di S inorganico, la catena laterale di un’His e due atomi di 
ossigeno provenienti da una molecola di omocitrato che è 
una parte intrinseca del cofattore FeMo. Esiste anche una 
nuova forma di nitrogenasi che contiene vanadio invece di 
molibdeno; alcune specie batteriche possiedono entrambi 
i tipi di nitrogenasi. L'enzima che contiene vanadio potreb- 
be rappresentare il sistema primario di fissazione dell'azoto 
in alcune condizioni ambientali. La nitrogenasi contenente 
vanadio dell’Azotobacter vinelandii ha la straordinaria capa- 
cità di catalizzare la riduzione del monossido di carbonio 
(CO) a etilene (CH), etano e propano. 

La fissazione dell’azoto è catalizzata da una forma al- 
tamente ridotta di dinitrogenasi e richiede otto elettroni: 
sei per la riduzione dell’azoto e due per produrre una mo- 
lecola di H., una fase obbligata del meccanismo di reazio- 
ne, anche se il suo ruolo biologico all’interno del processo 
non è ancora stato chiarito. 

La dinitrogenasi viene ridotta dal trasferimento di elet- 
troni dalla dinitrogenasi reduttasi (Figura 22.4). Il tetra- 
mero della dinitrogenasi ha due siti di legame per la re- 
duttasi. Gli otto elettroni impiegati vengono trasferiti dal- 
la reduttasi alla dinitrogenasi uno alla volta: una molecola 
di reduttasi ridotta si lega alla dinitrogenasi e trasferisce 
un singolo elettrone, quindi la reduttasi ossidata si disso- 
cia dalla dinitrogenasi e il ciclo si ripete. Ciascun ciclo ri- 
chiede l’idrolisi di due molecole di ATP per dimero della 
reduttasi. Fimmediata fonte di elettroni per ridurre la di- 
nitrogenasi reduttasi varia. La ferredossina ridotta (vedi 
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Figura 22.3 Enzimi e cofattori del complesso della nitrogenasi. 
(PDB ID 1FP6 e PDBID 1MIN) (a) L'oloenzima è costituito da due 
molecole di nitrogenasi reduttasi identiche (in verde), ciascuna con 
un centro redox 4Fe-4S e siti di legame per due molecole di ATP, e due 
eterodimeri di nitrogenasi identici (in viola e in celeste), ciascuno con 
un gruppo P (centro Fe-S) e un cofattore FeMo. In questa struttura, 
l’ADP è legato nel sito dell'ATP per rendere il cristallo più stabile. 
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(b) 


Omocitrato 


(b) | cofattori di trasferimento degli elettroni. Nella figura è mostrato 
un gruppo P nelle sue forme ridotta (in alto) e ossidata (in basso). Il 
cofattore FeMo (in basso) ha un atomo di Mo cha ha come ligandi 
tre S, una His e due ossigeni di una molecola di omocitrato. In alcuni 
organismi l'atomo di Mo è sostituito da un atomo di vanadio. (Il Fe è 
mostrato in arancione, l'S in giallo). 


la Sezione 19.8), la flavodossina ridotta e forse altre fonti 
svolgono questa funzione. Almeno in una specie la fonte 
di elettroni per la riduzione della ferredossina è il piruva- 
to (vedi la Figura 22.4). 

Il ruolo dell'ATP in questo processo è alquanto inusua- 
le. Come si ricorderà, l’ATP può fornire non solo energia 
chimica attraverso l’idrolisi di uno o di tutti e due i suoi 
legami fosfoanidridici, ma anche energia di legame (pagi- 
na 203) attraverso interazioni non covalenti che abbassa- 
no l’energia di attivazione. Nella reazione catalizzata dalla 
dinitrogenasi reduttasi, il legame e l’idrolisi dell'ATP pro- 
vocano nelle proteine coinvolte modificazioni conforma- 
zionali che favoriscono il superamento dell’elevata ener- 
gia di attivazione della reazione di fissazione dell’azoto. Il 
legame di due molecole di ATP alla reduttasi sposta il po- 
tenziale di riduzione (E'°) di questa proteina da —300 a 


Figura 22.4 La via seguita dagli elettroni nella fissazione 
dell'azoto da parte del complesso della nitrogenasi. Gli 

elettroni sono trasportati dal piruvato alla dinitrogenasi attraverso 
la ferredossina (o la flavodossina) e la dinitrogenasi reduttasi. La 
dinitrogenasi viene ridotta un elettrone per volta dalla dinitrogenasi 
reduttasi, e deve assumere almeno sei elettroni per fissare una 
molecola di azoto. Altri due elettroni (per un totale di otto elettroni 
per molecola di azoto) sono necessari per ridurre due H* a H,, 

un processo che accompagna obbligatoriamente la fissazione 
dell'azoto negli organismi anaerobici. La struttura in subunità e i 
cofattori metallici della dinitrogenasi reduttasi e delle proteine delle 
dinitrogenasi sono descritti nel testo e nella Figura 22.3. 
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Figura 22.5 Le due ipotesi per la formazione degli intermedi 
coinvolti nella riduzione dell’N;. In entrambi gli scenari ipotizzati, 

il cofattore FeMo (qui abbreviato con M) ha un ruolo centrale, 
legandosi direttamente a uno degli atomi di N, e rimanendovi legato 
per tutta la sequenza delle tappe di riduzione. 


—420 mV, un aumento necessario per consentire agli elet- 
troni di essere trasferiti attraverso la dinitrogenasi all’Ny; 
il potenziale di riduzione standard per la semireazione 
N, + 6H* + 6e > 2NH; è di —0,34 V. Le molecole di ATP 
vengono quindi idrolizzate appena prima del trasferimen- 
to di un elettrone alla dinitrogenasi. 

Il legame e la successiva idrolisi del’ATP modificano 
la conformazione della nitrogenasi reduttasi in due regio- 
ni, che sono strutturalmente omologhe alle regioni inter- 
ruttore 1 e 2 delle proteine che legano il GTP coinvolte nei 
processi di segnalazione biologica (vedi il Box 12.2). Il le- 
game dell’ATP produce un cambiamento conformaziona- 
le che porta il centro 4Fe-4S della reduttasi più vicino al 
gruppo P della dinitrogenasi (da 18 À a 14 À di distanza), 
favorendo il trasferimento degli elettroni tra la reduttasi 
e la dinitrogenasi. I dettagli del trasferimento degli elet- 
troni dal gruppo P al cofattore FeMo e il modo con cui la 
nitrogenasi accumula otto elettroni non sono ancora stati 
chiariti, e non sono ancora noti con certezza gli intermedi 
della reazione. Esistono due ipotesi ragionevoli che sono 
al momento oggetto di verifica, entrambe basate sul coin- 
volgimento dell'atomo di Mo come elemento fondamen- 
tale del processo (Figura 22.5). 

Il complesso della nitrogenasi è estremamente instabile 
e labile in presenza di ossigeno. La reduttasi diventa inat- 
tiva in presenza di aria, con una vita media di 30 secondi; 
la dinitrogenasi ha un’emivita media di 10 minuti inattiva 
in presenza dell’aria. I batteri che fissano l’azoto risolvo- 
no questo problema in diversi modi. Alcuni vivono solo in 
ambienti anaerobici o reprimono la sintesi della nitroge- 
nasi quando è presente l’ossigeno. Alcune specie aerobi- 
che, come l’Azotobacter vinelandii, disaccoppiano in parte 
il trasferimento degli elettroni dalla sintesi dell'ATP, in mo- 


Figura 22.6 |noduli che fissano l'azoto. 

(a) | noduli che fissano l'azoto nelle radici di 

una comune pianta di pisello, Pisum saliva, una 
leguminosa. Il fiore della pianta è mostrato nel 
riquadro. (b) Fotografia al microscopio elettronico 
colorata artificialmente di una sezione sottile di un 
nodulo di una radice di pisello. | batteri simbiotici che 
fissano l'azoto (o batteroidi, mostrati in rosso) vivono 
all'interno dei noduli, circondati da una membrana 
peribatteroide (in blu). batteroidi producono l'enzima 
nitrogenasi, con cui convertono l'azoto atmosferico 
(Na) in ione ammonio (NH }); senza i batteroidi le piante 
non sono in grado di utilizzare l'N,. Le cellule infettate 
delle radici forniscono alcuni fattori essenziali per la 
fissazione dell'azoto, in particolare la leghemoglobina. 
Questa emoproteina ha un'affinità molto elevata per 
l'ossigeno, che inibisce notevolmente la nitrogenasi. (Il 
nucleo della cellula è in giallo-verde. Nella fotografia 
non sono visibili gli altri organelli che la cellula infettata, 
come tutte le cellule vegetali, contiene.) 
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do che l’ossigeno possa essere completamente bruciato a 
una velocità pari a quella con cui entra nella cellula (vedi 
il Box 19.1). La temperatura delle colture di questi batteri, 
quando fissano l’azoto, aumenta in conseguenza del loro 
sforzo di liberarsi dell’ossigeno. 

La relazione simbiotica tra le leguminose e i batteri che 
fissano l’azoto nei noduli delle radici (Figura 22.6) tiene 
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conto sia delle richieste energetiche dei batteri, sia della la- 
bilità all’ossigeno del complesso della nitrogenasi. L'energia 
necessaria per la fissazione dell’azoto è stata forse la spinta 
evolutiva per l’associazione tra la pianta e i batteri. I batte- 
ri dei noduli delle radici hanno accesso a un’ampia riserva 
di energia, sotto forma di abbondanti molecole di carboi- 
drati e di intermedi del ciclo dell’acido citrico forniti dal- 
la pianta. Questo permette ai batteri dei noduli di fissare 
una quantità di azoto centinaia di volte maggiore rispetto 
agli stessi batteri che vivono nel suolo. Per risolvere il pro- 
blema della tossicità dell’ossigeno, i batteri che vivono nei 
noduli delle radici si trovano immersi in una soluzione di 
una proteina contenente un gruppo eme che lega l’ossige- 
no, la leghemoglobina, prodotta dalla pianta (anche se 
l’eme può essere fornito dai batteri). La leghemoglobina 
lega tutto l’ossigeno disponibile, che non potrà quindi in- 
terferire con la fissazione dell’azoto, e lo passa al sistema 
di trasferimento degli elettroni del batterio. Il vantaggio 
per la pianta è quello di potersi rifornire di azoto allo sta- 
to ridotto. Infatti, i batteri simbiotici producono molta più 
NH; di quanta ne sia necessaria ai loro partner, e l’ecces- 
so viene rilasciato nel terreno. [efficienza della simbiosi 
tra la pianta e il batterio è dimostrata dall’arricchimento 
di azoto del terreno provocato dalle leguminose. Questo 
arricchimento è alla base del metodo della rotazione del- 
le colture, in cui la coltivazione di piante non leguminose 
(come il mais), che estraggono l’azoto fissato nel terreno, 
si alterna alla coltivazione delle leguminose, come l'erba 
medica, i piselli o il trifoglio. 

La fissazione dell’azoto è un processo energeticamen- 
te costoso: 16 molecole di ATP e 8 coppie di elettroni pro- 
ducono solamente due molecole di NH:. Non è quindi sor- 
prendente che il processo sia finemente regolato in modo 
da garantire la produzione di NH; solo quando è necessa- 
rio. Elevate concentrazioni di ADP, che stanno a indicare 
basse concentrazioni di ATP, inibiscono decisamente la ni- 
trogenasi. ENHy reprime l’espressione di circa 20 geni del- 
la fissazione dell’azoto (nif), spegnendo di fatto la via. La 
modificazione covalente della nitrogenasi viene utilizza- 
ta anche in alcuni diazotrofi per controllare la fissazione 
dell’azoto in risposta alla disponibilità di NHj nell’ambien- 
te circostante. Per esempio, il trasferimento di un gruppo 
ADP-ribosilico dal NADH a uno specifico residuo di Arg 
nella nitrogenasi reduttasi arresta la fissazione dell’N, nel 
Rhodospirillum. Si tratta dello stesso tipo di modificazio- 
ne covalente che abbiamo osservato nell’inibizione della 
proteina G da parte delle tossine del colera e della pertos- 
se (vedi il Box 12.2). 

La fissazione dell’azoto è attualmente oggetto di nume- 
rosi studi per la sua immensa importanza pratica. La pro- 
duzione industriale dell'’ammoniaca in qualità di fertiliz- 
zante richiede una notevole spesa energetica. Per questo 
motivo si sta ora cercando di sviluppare organismi ricom- 
binanti o transgenici in grado di fissare l’azoto. In linea di 
principio, si potrebbe utilizzare la tecnologia del DNA ri- 
combinante (Capitolo 9) per trasferire il DNA che codifi- 
ca gli enzimi della fissazione dell’azoto in batteri che non 
fissano l’azoto e nelle piante. Questi geni da soli, però, non 
sono sufficienti. Per l’attività della nitrogenasi nei batte- 
ri sono necessari, infatti, circa 20 geni, molti dei quali so- 
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no richiesti per la sintesi, l’organizzazione e l'inserimento 
dei cofattori. Un altro problema è la protezione dell’enzi- 
ma dalla distruzione da parte dell'ossigeno. Sono queste, 
nel loro complesso, le sfide che l’ingegneria genetica cerca 
di affrontare con tentativi di ingegnerizzazione delle pian- 
te che fissano l’azoto. Il successo di questi sforzi dipende 
dalla soluzione del problema della tossicità dell’ossigeno 
nelle cellule che producono la nitrogenasi. 


e L’ammoniaca viene incorporata nelle biomolecole 

tramite il glutammato e la glutammina 
Lazoto ridotto è assimilato e incorporato sotto forma di 
NH; dapprima nelle molecole di amminoacidi e in seguito 
in altre biomolecole azotate. Il punto di ingresso dell’azoto 
in questo processo è rappresentato da due amminoacidi, il 
glutammato e la glutammina. Si ricordi che proprio que- 
sti due amminoacidi svolgono una funzione essenziale an- 
che nel catabolismo dell’ammoniaca e dei gruppi amminici 
nell’ossidazione degli amminoacidi (Capitolo 18). I gruppi 
amminici della maggior parte degli amminoacidi deriva- 
no dal glutammato attraverso reazioni di transamminazio- 
ne (l'inverso della reazione mostrata nella Figura 18.4). Il 
gruppo ammidico della glutammina è la fonte dei gruppi 
amminici in un certo numero di vie biosintetiche. In qua- 
si tutti i tipi di cellule, e nei fluidi extracellulari degli orga- 
nismi superiori, uno o entrambi questi amminoacidi sono 
presenti in concentrazioni elevate, in qualche caso anche 
di un ordine di grandezza o più rispetto agli altri ammi- 
noacidi. Nell’Escherichia coli il glutammato è così necessa- 
rio da essere uno dei soluti più abbondanti nel citosol. La 
sua concentrazione viene regolata e variata non solo in ba- 
se alla richiesta di azoto del batterio, ma anche per man- 
tenere l’interno della cellula in equilibrio osmotico con la 
soluzione esterna. 

Le vie biosintetiche che producono glutammato e glu- 
tammina sono semplici e sono simili in tutte le forme di vi- 
ta. La via principale per il legame dell’ammoniaca al glu- 
tammato richiede due reazioni. Nella prima, il glutamma- 
to reagisce con ’PNHY formando glutammina, una reazione 
catalizzata dalla glutammina sintetasi. Questa reazione 
avviene in due tappe, con il complesso y-glutammil fosfa- 
toenzima come intermedio (vedi la Figura 18.8): 


(1) Glutammato + ATP— 
y-glutammil fosfato + ADP 
(2) y-Glutammil fosfato + NH{j — 
glutammina + P; + H* 


Somma: Glutammato + NH{ + ATP— 


glutammina + ADP + P;+H* (22.1) 


La glutammina sintetasi è presente in tutti gli organismi. 
Oltre a essere importante per l’assimilazione dell’ammo- 
niaca nei batteri, questo enzima rappresenta un punto cen- 
trale nel metabolismo degli amminoacidi nei mammiferi; 
in effetti è la via principale per rimuovere l’ammoniaca li- 
bera, tossica per i tessuti, convertendola in glutammina, 
che può essere trasportata nel sangue (Capitolo 18). 

Nei batteri e nelle piante il glutammato viene prodot- 
to dall’enzima glutammato sintasi. Il nome alternativo 
di questo enzima, glutammato:ossoglutarato amminotra- 
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sferasi, dà origine all’acronimo GOGAT con cui l'enzima è 
meglio conosciuto. La-chetoglutarato (detto anche osso- 
glutarato), un intermedio del ciclo dell’acido citrico, va in- 
contro a una amminazione riduttiva in cui la glutammina 
è il donatore dell’azoto: 


a-Chetoglutarato + glutammina + NADPH + H* — 


2 glutammato + NADP* (22.2) 


La somma delle reazioni di questi due enzimi (glutammi- 
na sintetasi e glutammato sintasi: Equazioni 22.1 e 22.2) è 


a-Chetoglutarato + NH{ + NADPH + ATP— 
r-glutammato + NADP* + ADP + P; 


La glutammato sintasi non è presente negli animali; que- 
sto amminoacido viene mantenuto ad alte concentrazio- 
ni dalle reazioni di transamminazione in cui l’a-chetoglu- 
tarato raccoglie tutti i gruppi amminici durante il catabo- 
lismo degli amminoacidi. 

Il glutammato si può formare anche con un’altra via 
meno importante, cioè mediante la reazione diretta del- 
l’a-chetoglutarato con NH7 catalizzata dalla 1-glutamma- 
to deidrogenasi, un enzima presente in tutti gli organismi. 
Gli equivalenti riducenti necessari alla reazione sono for- 
niti dal NADPH: 


a-Chetoglutarato + NH{ + NADPH > 
1-glutammato + NADP* + H30 


Abbiamo già incontrato questa reazione nel catabolismo 
degli amminoacidi (vedi la Figura 18.7). Nelle cellule eu- 
cariotiche, la L-glutammato deidrogenasi è localizzata nel- 
la matrice mitocondriale. Lequilibrio della reazione favo- 
risce i reagenti, e la K,, dell'enzima per lo ione ammonio è 


Figura 22.7 Struttura in subunità della glutammina sintetasi 
batterica di tipo I. (PDB ID 2GLS) Questa immagine dall'alto mostra 
6 delle 12 subunità identiche; un secondo strato di 6 subunità si 
trova direttamente al di sotto delle sei mostrate. Ciascuna delle 12 
subunità ha un sito attivo, in cui l’ATP e il glutammato vengono legati 
in orientamenti che favoriscono il trasferimento del gruppo fosforico 
dall’ATP alla catena laterale carbossilica del glutammato. In questa 
struttura cristallina, l’ADP occupa il sito dell'ATP. 
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così elevata (circa 1 mm) che la reazione in pratica dà so- 
lo un modesto contributo all’assimilazione dell'’ammonia- 
ca negli amminoacidi e negli altri metaboliti. [Si ricordi 
che la reazione della glutammato deidrogenasi, in senso 
inverso (vedi la Figura 18.10), è invece la fonte dell’am- 
moniaca per la sintesi dell’urea.] Solo molto raramente la 
concentrazione di ione ammonio è così alta da innesca- 
re la reazione della glutammato deidrogenasi e produrre 
di conseguenza quantità significative di glutammato; ciò 
può accadere solo se l’ammoniaca è aggiunta al suolo 0 
se gli organismi sono cresciuti in laboratorio in presenza 
di elevate quantità di ammoniaca. In genere i batteri del 
suolo e le piante utilizzano la via a due reazioni citata in 
precedenza (Equazioni 22.1 e 22.2). 


e Laglutammina sintetasi è il principale sito di regolazione 
del metabolismo dell'azoto 

P’attività della glutammina sintetasi è altamente regolata 
in tutti gli organismi, cosa non sorprendente se si pensa al 
suo ruolo fondamentale come punto di ingresso dell’azo- 
to ridotto nel metabolismo cellulare. Nei batteri enterici 
come VE. coli la sua regolazione è insolitamente comples- 
sa. L'enzima di tipo I (dei batteri) ha 12 subunità identi- 
che con M, di 50 000 (Figura 22.7) ed è regolato allosteri- 
camente e da modificazioni covalenti (l’enzima di tipo II, 
presente negli eucarioti e in alcuni batteri, ha 10 subuni- 
tà identiche). Almeno sei prodotti finali del metabolismo 
della glutammina, oltre all’alanina e alla glicina, sono ini- 
bitori allosterici dell'enzima (Figura 22.8). Ogni inibito- 
re promuove solo un’inibizione parziale, mentre l’effet- 
to combinato di inibitori diversi diventa più che additivo: 
gli otto inibitori, insieme, bloccano praticamente l’attività 
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Figura 22.8 Regolazione allosterica della glutammina sintetasi. 
L'enzima va incontro a una regolazione cumulativa operata dai sei 
prodotti finali del metabolismo della glutammina. L'alanina e la 
glicina sono probabilmente degli indicatori dello stato generale del 
metabolismo cellulare degli amminoacidi. 
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Figura 22.9 Secondo livello di regolazione della glutammina 
sintetasi: le modificazioni covalenti. (a) Struttura del residuo di 
Tyr adenililato. (b) Cascata che porta all’adenililazione (inattivazione) 
della glutammina sintetasi. AT indica l'adenililtrasferasi; UT, 
l'uridililtrasferasi. P, è una proteina regolatrice, essa stessa regolata 
mediante uridililazione. | dettagli di questa cascata sono descritti nel 
testo. 


dell’enzima. Questo è un esempio di inibizione a feedback 
(retroattiva) cumulativa. Questo meccanismo consente un 
controllo costante del rifornimento di glutammina nei pro- 
cessi metabolici dell'organismo. 

Sovrapposta all’inibizione allosterica vi è l’inibizione 
dovuta all’adenililazione (legame di AMP) della Tyr”, lo- 
calizzata vicino al sito attivo dell'enzima (Figura 22.9). 
Questa modificazione covalente determina nell’enzima 
un aumento della sensibilità all’inibizione allosterica, e 
l’attività catalitica dell'enzima diminuisce in funzione del 
numero di subunità adenililate. Sia l’adenililazione che la 
deadenililazione sono catalizzate dall’enzima adenililtra- 
sferasi (AT nella Figura 22.9), che fa parte di una cascata 
enzimatica complessa che risponde ai livelli di glutammi- 
na, a-chetoglutarato, ATP e P;. L’attività dell’adenililtra- 
sferasi viene modulata dal legame a una proteina regola- 
trice chiamata Pr, la cui attività viene a sua volta modu- 
lata da una modificazione covalente (uridililazione) di un 
residuo di Tyr (anche in questo caso). Ladenililtrasferasi 
associata alla Py uridililata (Py-UMP) stimola la deadenili- 
lazione, mentre lo stesso complesso, ma con la Py deuridi- 
lilata, stimola l’adenililazione della glutammina sintetasi. 
Puridililazione e la deuridililazione della Py; sono cataliz- 
zate da un solo enzima, l’uridililtrasferasi. L’uridililazio- 
ne è inibita dal legame della glutammina e del P; all’uridi- 
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liltrasferasi, ed è stimolata dal legame dell’a-chetogluta- 
rato e dell'ATP alla Py. 

La regolazione non si ferma qui. La Py uridililata media 
anche l’attivazione della trascrizione del gene che codifica 
la glutammina sintetasi, aumentando la concentrazione in- 
tracellulare dell'enzima; la Py deuridililata causa, invece, la 
diminuzione della trascrizione. Questo meccanismo com- 
porta anche l’interazione della Py con altre proteine coin- 
volte nella regolazione genica e descritte nel Capitolo 28. 
Il risultato a cui perviene questo complesso meccanismo 
è una diminuzione dell’attività della glutammina sintetasi 
quando i livelli di glutammina sono elevati, e un aumento 
dell’attività dell'enzima quando i livelli di glutammina so- 
no bassi, ma sono disponibili sia ATP sia a-chetoglutarato 
(i substrati della reazione sintetasica). I molteplici livelli 
a cui avviene la regolazione permettono di sintetizzare la 
glutammina in base alla necessità della cellula. 


e  Diverseclassidi reazioni hanno funzioni speciali 

nella biosintesi degli amminoacidi e dei nucleotidi 
Le vie descritte in questo capitolo offrono molti esempi di 
riarrangiamenti chimici piuttosto interessanti; alcuni di 
questi ricorrono spesso e meritano di essere citati prima 
ancora di cominciare a discutere le vie metaboliche in cui 
sono coinvolti. Essi sono: (1) le reazioni di transammina- 
zione e altre reazioni promosse da enzimi contenenti pi- 
ridossal fosfato; (2) il trasferimento di unità monocarbo- 
niose, con il tetraidrofolato (generalmente ai livelli di os- 
sidazione —CHO o —CH;0H) o l’S-adenosilmetionina (a 
livello di ossidazione —CH;) come cofattori; (3) il trasfe- 
rimento di gruppi amminici derivati dall’azoto ammidico 
della glutammina. Il piridossal fosfato (PLP), il tetraidro- 
folato (Hy folato) e l'S-adenosilmetionina (adoMet) sono 
stati descritti in dettaglio nel Capitolo 18 (vedi le Figure 
18.6, 18.17 e 18.18). Ora ci limiteremo a descrivere il trasfe- 
rimento del gruppo ammidico della glutammina. 

La glutammina è la principale fonte fisiologica di am- 
moniaca in più di una decina di reazioni biosintetiche co- 
nosciute, la maggior parte delle quali è presente nelle vie 
metaboliche trattate in questo capitolo. Gli enzimi che ca- 
talizzano queste reazioni, che possono nel loro insieme es- 
sere considerati come una classe, sono chiamati glutammi- 
na ammidotrasferasi e possiedono tutti due domini strut- 
turali: un dominio lega la glutammina, mentre l’altro lega 
il secondo substrato, che agisce come accettore del gruppo 
amminico (Figura 22.10). Nella reazione, un residuo con- 
servato di Cys localizzato nel dominio che lega la glutam- 
mina agisce come un nucleofilo, scindendo il legame am- 
midico della glutammina e formando un intermedio cova- 
lente glutammil-enzima. L’ammoniaca prodotta dalla prima 
reazione non viene rilasciata, ma viene trasferita attraver- 
so un “canale NH” in un secondo sito attivo, dove reagisce 
con il secondo substrato generando il prodotto amminato. 
Pintermedio covalente si idrolizza per formare l'enzima li- 
bero e il glutammato. Se il secondo substrato deve essere 
attivato, viene usato in genere ATP per formare un inter- 
medio acil fosfato (indicato con R—QOX nella Figura 22.10, 
dove X è il gruppo fosforico). enzima glutamminasi ha un 
meccanismo simile, ma usa H0 come secondo substrato, 
producendo solo NH7 e glutammato (vedi la Figura 18.8). 
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Figura 22.10 XF MECCANISMO D'AZIONE Meccanismo 
proposto per le glutammina ammidotrasferasi. Ogni enzima 

ha due domini. Il dominio di legame della glutammina contiene 
elementi strutturali conservati in molti di questi enzimi, compreso un 
residuo di Cys essenziale per l'attività. Il dominio accettore dell'’NH3 
(il secondo substrato) può essere diverso. Vengono mostrati due tipi 
di accettori dell'ammoniaca nel sito attivo dell'enzima. X rappresenta 
un gruppo attivatore, generalmente un gruppo fosforico derivato 
dall'ATP, che facilita la sostituzione di un gruppo ossidrilico di R—OH 
con l'NH;. 


SOMMARIO 22.1 
Uno sguardo al metabolismo dell'azoto 

e L’azoto molecolare, che rappresenta circa l'80% del- 
l'atmosfera terrestre, non è utilizzabile dagli organismi 
viventi, a meno che non venga ridotto. La fissazione 
dell'azoto atmosferico avviene in alcuni tipi di batteri 
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che vivono nel suolo e nei batteri simbionti presenti 
nei noduli delle radici delle piante leguminose. 

e Nei batteri del terreno e nelle piante vascolari, l’azione 
sequenziale della nitrato reduttasi e della nitrito redut- 
tasi converte l’NO; in NH,;, che viene assimilata nei 
composti che contengono l’azoto. 

* Il ciclo dell'azoto comprende la formazione di ammo- 
niaca mediante la fissazione batterica dell’N,, la tra- 
sformazione dell’ammoniaca in nitrato da parte degli 
organismi che vivono nel suolo, la conversione del ni- 
trato in ammoniaca effettuata dalle piante superiori, 
la sintesi di amminoacidi dall’ammoniaca da parte di 
tutti gli organismi, e la trasformazione del nitrato in N, 
da parte di alcuni batteri del suolo in un processo detto 
denitrificazione. I batteri anammox ossidano anaerobi- 
camente l’ammoniaca ad azoto, usando il nitrito come 
accettore di elettroni. 

e La fissazione dell’azoto sotto forma di ammoniaca è ca- 
talizzata da un complesso proteico chiamato comples- 
so della nitrogenasi, mediante una reazione che richie- 
de molte molecole di ATP e grandi quantità di potere 
riducente. Il complesso della nitrogenasi è molto labile 
in presenza di ossigeno ed è soggetto a regolazione dal- 
NH; già presente. 

e Nei sistemi viventi l'azoto ridotto viene incorporato 
prima negli amminoacidi e poi in diverse altre biomo- 
lecole, tra cui i nucleotidi. Il punto d’ingresso è rappre- 
sentato dall’amminoacido glutammato. Il glutammato 
e la glutammina sono i donatori di azoto in moltissime 
reazioni biosintetiche. La glutammina sintetasi, che ca- 
talizza la formazione della glutammina dal glutamma- 
to, è il principale enzima regolatore del metabolismo 
dell’azoto. 

e Le vie biosintetiche degli amminoacidi e dei nucleotidi 
fanno un uso ripetuto dei cofattori piridossal fosfato, 
tetraidrofolato e S-adenosilmetionina. Il piridossal fo- 
sfato è necessario per le reazioni di transamminazio- 
ne in cui è coinvolto il glutammato, ma anche per le 
trasformazioni di altri amminoacidi. I trasferimenti 
di unità monocarboniose avvengono per mezzo del- 
1’S-adenosilmetionina e del tetraidrofolato. Le glutam- 
mina ammidotrasferasi catalizzano le reazioni in cui 
si ha l’incorporazione di atomi di azoto derivati dalla 
glutammina. 


Biosintesi degli amminoacidi 


Tutti gli amminoacidi derivano da intermedi della glico- 
lisi, del ciclo dell’acido citrico o della via del pentosio fo- 
sfato (Figura 22.11). Eazoto entra nelle vie di biosintesi 
degli amminoacidi come glutammato o glutammina. Al- 
cune vie di biosintesi sono semplici, altre no. Dieci ammi- 
noacidi fanno parte di una o più reazioni che utilizzano 
comuni metaboliti da cui essi traggono origine. Le vie di 
biosintesi di altri amminoacidi, come quelli aromatici, so- 
no più complesse. 

I diversi organismi possiedono vie diverse per la sin- 
tesi dei venti amminoacidi comuni. Mentre la maggioran- 
za dei batteri e le piante possono sintetizzarli tutti e ven- 
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Figura 22.11 Le vie biosintetiche degli amminoacidi. | precursori 
dello scheletro carbonioso derivano da tre fonti: glicolisi (in rosa), ciclo 
dell'acido citrico (in azzurro) e via del pentosio fosfato (in viola). 


M Tabella 22.1 Famiglie biosintetiche degli amminoacidi, 
raggruppati in base al precursore metabolico 


a-Chetoglutarato Piruvato 
Glutammato Alanina 
Glutammina Valina” 

Prolina Leucina” 

Arginina Isoleucina” 
3-Fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato 
Serina ed eritrosio 4-fosfato 
Glicina Triptofano" 
Cisteina Fenilalanina” 
Ossalacetato Tirosina* 
Aspartato Ribosio 5-fosfato 
Asparagina Istidina® 
Metionina" 

Treonina" 

Lisina” 


" Amminoacidi essenziali. 
* Nei mammiferi, derivata dalla fenilalanina. 
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ti, imammiferi possono sintetizzarne solo una decina, in 
genere tramite vie semplici. Si tratta degli amminoacidi 
non essenziali, che non devono necessariamente essere 
introdotti con la dieta (vedi la Tabella 18.1). I rimanenti, 
gli amminoacidi essenziali, devono essere assunti con la 
dieta. A meno che non sia indicato diversamente, le vie di 
biosintesi degli amminoacidi che saranno trattate in que- 
sto capitolo sono quelle dei batteri. 

Un sistema utile per organizzare le vie di biosintesi de- 
gli amminoacidi, che sarà da noi adottato nella trattazione 
che segue, è raggrupparli in sei famiglie, corrispondenti ai 
loro precursori metabolici (Tabella 22.1). Ai sei precursori 
va aggiunto un importante intermedio, che fa parte della 
sintesi sia degli amminoacidi sia dei nucleotidi: il 5-fosfori- 
bosil-1-pirofosfato (PRPP): 


0 ia O—-CHs 0 H 


_ O (o) 
O H I I 
H o-P_0—P_0" 
oH 0H__ 0° Ca 


Il PRPP è sintetizzato dal ribosio 5-fosfato formatosi nella 
via del pentosio fosfato (vedi la Figura 14.21), in una rea- 
zione catalizzata dalla ribosio fosfato pirofosfochinasi: 


Ribosio 5-fosfato + ATP+ 
5-fosforibosil-1-pirofosfato + AMP 


Questo enzima è regolato allostericamente da molte bio- 
molecole di cui il PRPP è il precursore. 


e L'a-chetoglutarato è il precursore del glutammato, 
della glutammina, della prolina e dell’arginina 


a-Chetoglutarato 


Abbiamo già descritto la sintesi del glutammato e del- 
la glutammina. La prolina è un derivato ciclico del glu- 
tammato (Figura 22.12). Nella prima tappa della biosin- 
tesi della prolina, l’ATP reagisce con il gruppo y-carbos- 
silico del glutammato, per formare un acil fosfato che 
viene ridotto dal NADPH o dal NADH a glutammato 
y-semialdeide. Questo intermedio va incontro a una rapi- 
da, spontanea ciclizzazione, per essere poi ulteriormen- 
te ridotto a prolina. 

Negli animali l’arginina viene sintetizzata a partire dal 
glutammato, attraverso la formazione di ornitine e il ciclo 
dell’urea (Capitolo 18). In realtà, l’ornitina potrebbe es- 
sere sintetizzata anche dalla glutammato y-semialdeide 
mediante transamminazione, ma la ciclizzazione sponta- 
nea della semialdeide nella via di sintesi della prolina im- 
pedisce un apporto sufficiente di semialdeide per la sin- 
tesi dell’ornitina. I batteri dispongono di una via di sinte- 
si de novo per l’ornitina (e quindi per l’arginina) che ha in 
comune alcuni passaggi della via di biosintesi della proli- 
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Figura 22.12 Biosintesi della prolina e dell’arginina dal 
glutammato nei batteri. | cinque atomi di carbonio della prolina 
derivano dal glutammato. Nella maggior parte degli organismi la 
glutammato deidrogenasi utilizza, cosa insolita, entrambi i cofattori 
NADH e NADPH. Anche altri enzimi di questa via hanno la stessa 
proprietà. La y-semialdeide nella via della prolina va incontro a 

una rapida ciclizzazione reversibile non enzimatica che porta a A'- 
pirrolina-5-carbossilato (P5C), con l'equilibrio di reazione spostato 
verso la formazione di P5C. La ciclizzazione viene evitata nella via di 
sintesi dell'ornitina e dell'arginina mediante l'acetilazione del gruppo 
a-amminico del glutammato nella prima tappa e la sua rimozione 
solo dopo la transamminazione. Sebbene alcuni batteri non abbiano 
l'arginasi e quindi un ciclo completo dell’urea, possono comunque 
sintetizzare arginina dall'ornitina tramite tappe parallele a quelle del 
ciclo dell'urea dei mammiferi, che hanno come intermedi la citrullina 
e l'argininosuccinato (vedi la Figura 18.10). 

In questa e nelle figure seguenti di questo capitolo le frecce delle 
reazioni indicano la via lineare che porta alla formazione dei prodotti 
finali, senza considerare la reversibilità delle singole tappe. Per 
esempio, la seconda reazione, catalizzata dall'N-acetilglutammato 
deidrogenasi, della via che porta ad arginina è simile chimicamente 
alla reazione catalizzata dalla gliceraldeide 3-fosfato deidrogenasi 
della glicolisi ed è quindi facilmente reversibile (vedi la Figura 14.8). 
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|]  Figura22.13 Lareazione catalizzata 
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y-semialdeide 


na, ma che comprende due passaggi ulteriori che evitano 
il problema della ciclizzazione spontanea della glutamma- 
to y-semialdeide (Figura 22.12). Nel primo passaggio l’a- 
ammino gruppo del glutammato viene bloccato per aceti- 
lazione acetil-CoA dipendente. Quindi, dopo un passaggio 
in cui avviene una transamminazione, il gruppo acetilico 
viene rimosso producendo ornitina. 

Nei mammiferi le vie di sintesi della prolina e dell’argi- 
nina sono alquanto differenti. La prolina viene sintetizzata 
dalla via mostrata nella Figura 22.12, ma si può anche for- 
mare dall’arginina delle proteine della dieta o dei tessuti. 
Larginasi, un enzima del ciclo dell’urea, converte l’argini- 
na in ornitina e in urea (vedi le Figure 18.10 e 18.26). L’or- 
nitina viene convertita in glutammato y-semialdeide per 
azione dell’enzima ornitina ò-amminotrasferasi (Figu- 
ra 22.13). La semialdeide ciclizza a A!-pirrolina-5-carbos- 
silato, che viene poi convertito in prolina (Figura 22.12). 
La via di sintesi dell’arginina mostrata nella Figura 22.12 
è assente nei mammiferi. Quando l’arginina assunta con 
la dieta, o prodotta dal turnover delle proteine, non è suf- 
ficiente per la sintesi delle proteine, la reazione ornitina 
ò-amminotrasferasica opera in direzione della sintesi 
dell’ornitina. L’ornitina viene quindi convertita in citrulli- 
na e in arginina tramite il ciclo dell’urea. 


e  Laserina, la glicina e la cisteina derivano 
dal 3-fosfoglicerato 


3-Fosfoglicerato 


La via principale per la formazione della serina è la stes- 
sa in tutti gli organismi (Figura 22.14). Nella prima tappa 
il gruppo ossidrilico del 3-fosfoglicerato viene ossidato da 
una deidrogenasi (che usa il NAD*), con produzione di 
3-fosfoidrossipiruvato. La transamminazione che utilizza 
glutammato produce la 3-fosfoserina, che viene idrolizza- 
ta a serina libera da una fosfoserina fosfatasi. 

La serina (tre atomi di carbonio) è il precursore della 
glicina (due atomi di carbonio) attraverso la rimozione di 
un atomo di carbonio per azione della serina idrossimetil- 
trasferasi (Figura 22.14). Il tetraidrofolato accetta il carbo- 
nio ft} (C-3) della serina, che forma un ponte metilenico tra 


di arginina sono insufficienti per la sintesi 
proteica. 


5-carbossilato 
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PN-5 e 'N-10, generando PN°,N!°-metilenetetraidrofolato 
(vedi la Figura 18.17). La reazione globale, che è reversibi- 
le, richiede anche il piridossal fosfato. Nel fegato dei verte- 
brati la glicina può essere sintetizzata attraverso un’altra 
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Figura 22.14 Biosintesi della serina dal 3-fosfoglicerato 

e successiva conversione della serina in glicina in tutti gli 
organismi. La glicina viene prodotta anche dalla CO, e dallo 

ione ammonio a opera della glicina sintetasi, che utilizza 
l'N°,N'°-metilentetraidrofolato come donatore del gruppo metilico 
(vedi il testo). 
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Figura 22.15 Biosintesi della cisteina dalla serina in batteri e 
piante. A destra è mostrato come viene recuperato lo zolfo ridotto. 


via: la reazione in senso inverso rispetto a quella mostrata 
nella Figura 18.20c, catalizzata dalla glicina sintasi (det- 
ta anche enzima di scissione della glicina): 


CO, + NH + N°,N°°-metilenetetraidrofolato + 
NADH + H* — glicina + tetraidrofolato + NAD* 


Le piante e i batteri producono lo zolfo ridotto per 
la sintesi della cisteina (e della metionina, come vedre- 
mo in seguito) dai solfati dell'ambiente. La via è mostra- 
ta nella parte destra della Figura 22.15. Il solfato viene at- 
tivato in due tappe, con produzione di 3'-fosfoadenosina 
5'-fosfosolfato (PAPS), che viene poi ridotto a solfuro con 
l'intervento di sei elettroni. Il solfuro viene poi utilizza- 
to per la formazione della cisteina dalla serina in una via 
a due tappe. I mammiferi sintetizzano la cisteina a parti- 
re da due amminoacidi: la metionina fornisce l’atomo di 
zolfo e la serina fornisce lo scheletro carbonioso. La me- 
tionina viene prima convertita in S-adenosilmetionina 
(vedi la Figura 18.18), che perde il gruppo metilico, ce- 
dendolo a uno dei numerosi possibili accettori, formando 
S-adenosilomocisteina (adoHcy). Questo composto pri- 
vo di metili viene idrolizzato a omocisteina libera, che va 
incontro a una reazione con la serina, catalizzata dalla 
cistationina -sintasi, formando la cistationina (Figu- 
ra 22.16). Infine, la cistationina Yy-liasi, un enzima che 
richiede PLP, catalizza la rimozione dell’ammoniaca, for- 
mando cisteina libera. 
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Figura 22.16 Biosintesi della cisteina da omocisteina e serina 
nei mammiferi. L'omocisteina si forma dalla metionina, come 
descritto nel testo. 
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Figura 22.17 Biosintesi di sei amminoacidi essenziali 
dall’ossalacetato e dal piruvato nei batteri: metionina, treonina, 
lisina, isoleucina, valina e leucina. In questa figura, e nelle altre 
riguardanti vie con più reazioni, gli enzimi coinvolti sono elencati 
nel riquadro. Si noti che l'L1-a,e-diamminopimelato, il prodotto della 
tappa ®, è una molecola simmetrica. Gli atomi di carbonio derivati 
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e Tre amminoacidi non essenziali e sei amminoacidi 
essenziali vengono sintetizzati a partire dall'ossalacetato 
e dal piruvato 
Ossalacetato 


TT v v Da 
Alanina Valina Leucina Isoleucina 
rr k A A 


Piruvato 


Lalanina e l’aspartato vengono sintetizzati dal piruva- 
to e dall’ossalacetato, rispettivamente, per transammina- 
zione dal glutammato. L’asparagina si forma per ammi- 
dazione dell’aspartato, e la glutammina è il donatore del- 
IPNH7. Questi tre amminoacidi sono non essenziali, e le 
loro vie di biosintesi, piuttosto semplici, sono presenti in 
tutti gli organismi. 


Per ragioni non completamente chiarite, i linfo- 
Ea citi malati dei bambini affetti da leucemia linfo- 

blastica acuta (ALL) richiedono la presenza di 
asparagina nel siero per la crescita. Per questo alla chemio- 
terapia dell’ALL si aggiunge l’L-asparaginasi di origine bat- 
terica, che riduce i livelli di asparagina del siero. Il tratta- 
mento combinato chemioterapia-asparaginasi conduce a 
guarigione nel 95% dei casi di ALL nei bambini (il tratta- 
mento con la sola L-asparaginasi ha effetto nel 40-60% dei 
casi). Il trattamento con asparaginasi, tuttavia, ha effetti 
collaterali nocivi, e circa il 10% dei soggetti che hanno rag- 
giunto la remissione va incontro a ricadute, con tumori re- 
sistenti alla chemioterapia. I ricercatori stanno ora svilup- 
pando inibitori dell’asparagina sintetasi umana, per mi- 
gliorare la terapia della ALL dei bambini. O 

La metionina, la treonina, la lisina, l’isoleucina, la vali- 
na e la leucina sono amminoacidi essenziali che gli esseri 
umani non sono in grado di sintetizzare. Le loro vie di sin- 
tesi sono complesse e interconnesse (Figura 22.17). In al- 
cuni casi le vie di sintesi dei batteri, dei funghi e delle pian- 
te differiscono significativamente. La Figura 22.17 mostra 
le vie di sintesi dei batteri. 

Dall’aspartato derivano la metionina, la treonina e la 
lisina. Faspartato B-semialdeide è un intermedio comune 
di tutte e tre le vie di biosintesi, mentre l’omoserina è un 
precursore della treonina e della metionina. La treonina, a 
sua volta, è uno dei precursori dell’isoleucina. Le vie di bio- 
sintesi della valina e dell’isoleucina hanno quattro enzi- 
mi in comune (Figura 22.17 tappe da® a@). Dal piruva- 
to si formano la valina e l’isoleucina, attraverso vie di sintesi 
che iniziano con la condensazione di due atomi di carbonio 
del piruvato (sotto forma di idrossietil tiamina pirofosfato; 
vedi la Figura 14.15) con un’altra molecola di piruvato (via 
della valina) o con l’a-chetobutirrato (via dell’isoleucina). 
L’a-chetobutirrato deriva dalla treonina, in una reazione 
che richiede piridossal fosfato (Figura 22.17 tappa ®). Un 
intermedio nella via di sintesi della valina, l’a-chetoisova- 
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lerato, è il punto di partenza di una deviazione metabolica 
a quattro tappe che porta alla leucina (tappe da® a©®). 


e Ilcorismato è un intermedio chiave nella sintesi 
del triptofano, della fenilalanina e della tirosina 


Fosfoenolpiruvato 
+ 
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Gli anelli aromatici non sono sempre disponibili nell’am- 
biente, anche se l’anello benzenico è molto stabile. La via 
di biosintesi che si ramifica formando triptofano, fenilala- 
nina e tirosina, che ha luogo nei batteri, nei funghi e nel- 
le piante, è la via principale per la formazione dell’anello 
aromatico. Essa procede attraverso la chiusura dell’anello 
di un precursore alifatico, seguita dall’aggiunta graduale 
di doppi legami. Le prime quattro tappe producono lo shi- 
kimato, una molecola a sette atomi di carbonio che deri- 
va dall’eritrosio 4-fosfato e dal fosfoenolpiruvato (Figura 
22.18). Lo shikimato viene convertito in corismato in tre 
tappe, che comprendono l’aggiunta di altri tre atomi di car- 
bonio da un’ulteriore molecola di fosfoenolpiruvato. A li- 
vello del corismato la via di biosintesi si biforca per la pri- 
ma volta. Una diramazione conduce al triptofano, l’altra 
alla fenilalanina e alla tirosina. 

Nella diramazione che conduce al triptofano (Figu- 
ra 22.19), il corismato viene convertito in antranilato, in 
una reazione in cui la glutammina dona l’azoto che entre- 
rà a far parte dell’anello indolico. Fantranilato poi con- 
densa col PRPP. 

Lanello indolico del triptofano deriva dagli atomi di 
carbonio dell’anello e dal gruppo amminico dell’antrani- 
lato, più due atomi di carbonio che derivano dal PRPP. La 
reazione finale della via di biosintesi del triptofano è cata- 
lizzata dalla triptofano sintasi. Penzima ha una struttu- 
ra in subunità del tipo a,{}:, che può essere dissociata in 
due subunità a e in una subunità B,, che catalizzano parti 
differenti della reazione globale: 

Indolo-3-glicerolo fosfato ——> 

subunità a 
indolo + gliceraldeide 3-fosfato 

Indolo + serina ——- triptofano + H,0 

subunità Ba 
La seconda parte della reazione richiede piridossal fosfa- 
to (Figura 22.20). L’indolo formato nella prima parte non 
viene rilasciato dall’enzima, ma si sposta all'interno di un 
canale dal sito attivo della subunità a a uno dei due siti at- 
tivi delle due subunità p, dove si condensa con una base 
di Schiff intermedia derivata dalla serina e dal PLP Linca- 
nalamento degli intermedi potrebbe essere una caratteri- 
stica dell’intera via dal corismato al triptofano. In alcune 
specie di funghi e di batteri i siti enzimatici attivi che cata- 
lizzano tappe diverse (talvolta non sequenziali) della via di 
biosintesi del triptofano si trovano su un singolo polipepti- 
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de, in altre specie sono in proteine separate. Inoltre, l’atti- 
vità di alcuni di questi enzimi richiede l’associazione non 
covalente con altri enzimi della via biosintetica. Queste os- 
servazioni suggeriscono che sia nei batteri sia negli euca- 
rioti tutti gli enzimi della via facciano parte di un grande 
complesso multienzimatico. In genere questi complessi si 
disgregano quando gli enzimi vengono isolati con i tradi- 
zionali metodi biochimici, ma oggi è sempre più evidente 
che esistono complessi multienzimatici in questa e in al- 
tre vie metaboliche (vedi la Sezione 16.3). 

Nelle piante e nei batteri la fenilalanina e la tirosi- 
na sono sintetizzate dal corismato attraverso una via mol- 
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Figura 22.18 Biosintesi del corismato, un 
intermedio fondamentale nella sintesi degli 
amminoacidi aromatici nei batteri e nelle piante. 
Tutti gli atomi di carbonio derivano dall'eritrosio 
4-fosfato (in viola) o dal fosfoenolpiruvato (in rosa). 
Si noti che la reazione nella tappa @ richiede il 
NAD* come cofattore e che il NAD* viene rilasciato 
non modificato. Il NAD* può essere ridotto 
temporaneamente a NADH durante la reazione, 
producendo un intermedio ossidato. La tappa @ 
viene inibita competitivamente dal glifosato 
((COO—CH,_—NH—CH;—P0O;?),il principio 
attivo usato comunemente nell'erbicida Roundup. 
L'erbicida è relativamente innocuo nei confronti dei 
mammiferi, che sono privi di questa via di biosintesi. 
I nomi chimici chinato, shikimato e corismato 
derivano dai nomi delle piante in cui questi 
intermedi sono stati rilevati in grandi quantità. 


to meno complessa della via del triptofano. Lintermedio 
comune è il prefrenato (Figura 22.21). In entrambi i casi, 
la tappa finale è la transamminazione col glutammato. 

Gli animali possono produrre la tirosina direttamente 
dalla fenilalanina per ossidrilazione in posizione C-4 del 
gruppo fenilico catalizzata dalla fenilalanina idrossila- 
si. Questo enzima partecipa anche al processo di degra- 
dazione della fenilalanina (vedi le Figure 18.23 e 18.24). 
La tirosina è considerata un amminoacido essenziale in 
alcune condizioni, e non essenziale in altre, perché può 
essere sintetizzata dall’amminoacido essenziale fenila- 
lanina. 
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Figura 22.19 Biosintesi del triptofano da corismato nei batteri 
e nelle piante. Nell'E. coli gli enzimi che catalizzano letappe® e @ 
sono subunità dello stesso complesso. 


e La biosintesi dell’istidina utilizza precursori 
della biosintesi della purina 


Ribosio 5-fosfato 


In tutte le piante e nei batteri la via che conduce all’isti- 
dina differisce per diversi aspetti dalla biosintesi degli al- 
tri amminoacidi. L’istidina deriva da tre precursori (Figura 
22.22): il PRPP fornisce cinque atomi di carbonio, l’anel- 
lo purinico dell’ATP fornisce un azoto e un carbonio, e la 
glutammina il secondo atomo di azoto dell’anello. Le tap- 
pe principali sono la condensazione dell’ATP e del PRPP, 
in cui P’N-1 dell’anello purinico si lega al C-1 attivato del 
ribosio del PRPP (tappa © nella Figura 22.22); l'apertura 
dell’anello purinico, che lascia ’N-1 e il C-2 dell’adenina 
legati al ribosio (tappa @); la formazione dell’anello imi- 
dazolico, una reazione in cui la glutammina dona un azo- 
to (tappa ©). Lutilizzo dell’ATP come intermedio invece 
che come donatore di energia non è comune, ma non co- 
stituisce uno spreco, perché contribuisce alla sintesi dell’a- 
nello purinico. Quello che rimane dell'ATP dopo il trasfe- 
rimento dell’N-1 e del C-2 è il 5-amminoimidazolo-4-car- 
bossammide ribonucleotide (AICAR), un intermedio del- 
la biosintesi purinica (vedi la Figura 22.35) che viene ra- 
pidamente riciclato ad ATP. 


e Labiosintesi degli amminoacidi è regolata 
allostericamente 

Come si è visto nel Capitolo 15, il controllo del flusso at- 
traverso una via metabolica riflette l’attività di più enzi- 
mi della via. Nel caso della sintesi degli amminoacidi, la 
regolazione avviene in parte attraverso l’inibizione re- 
troattiva della prima reazione a opera del prodotto fina- 
le della via. La prima reazione viene spesso catalizzata 
da un enzima allosterico che ha un ruolo importante nel 
controllo del flusso della via di sintesi. Per esempio, la Fi- 
gura 22.23 mostra la regolazione allosterica della sintesi 
dell’isoleucina dalla treonina (mostrata in dettaglio nel- 
la Figura 22.17). Il prodotto finale, l’isoleucina, inibisce 
allostericamente la prima reazione dell’intera sequenza. 
Nei batteri questo tipo di inibizione allosterica della sin- 
tesi amminoacidica contribuisce minuto per minuto alla 
regolazione dell’attività della via metabolica, secondo il 
fabbisogno cellulare. 

La regolazione allosterica di un singolo enzima può es- 
sere molto più complessa. Un esempio è quello del con- 
trollo allosterico della glutammina sintetasi di E. coli (Fi- 
gura 22.8). Sei prodotti derivati dalla glutammina sono 
modulatori negativi retroattivi dell'enzima, e gli effetti 
globali di questi e di altri modulatori sono più che addi- 
tivi. Questo tipo di regolazione prende il nome di inibi- 
zione concertata. 
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Figura 22.20 X* MECCANISMO D'AZIONE Reazione della 
triptofano sintasi. (a) L'enzima catalizza una reazione a più tappe, 
con diversi tipi di riarrangiamenti chimici. Le trasformazioni facilitate 
dal PLP interessano il carbonio f} (C-3) dell'amminoacido, invece del 
carbonio a, come nelle reazioni descritte nella Figura 18.6. 


Il carbonio f} della serina viene legato all'anello indolico. 

(b) (PDB ID 1KFJ) L'indolo generatosi sulle subunità a (in bianco) 
si muove verso le subunità f (in blu) attraverso un tunnel, 

dove si condensa con la porzione serinica. 


& Tryptophan Synthase Mechanism 
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Figura 22.21 Biosintesi della fenilalanina e della tirosina da 
corismato nelle piante e nei batteri. La conversione del corismato 
a prefenato è un raro esempio biologico di un riarrangiamento di 
Claisen. 


Esistono altri meccanismi che contribuiscono alla re- 
golazione delle vie di biosintesi degli amminoacidi. Poi- 
ché i 20 amminoacidi comuni devono essere sintetizza- 
ti nelle giuste proporzioni per la sintesi delle proteine, 
le cellule hanno sviluppato dei sistemi non solo per con- 
trollare la sintesi dei singoli amminoacidi, ma anche per 
coordinare la loro formazione. Una tale coordinazione è 
particolarmente evidente nei batteri che si moltiplica- 
no velocemente. La Figura 22.24 mostra il modo in cui 
le cellule di E. coli coordinano la sintesi della lisina, della 
metionina, della treonina e dell’isoleucina, tutti ammi- 
noacidi che derivano dall’aspartato. Sono evidenti alcu- 
ni importanti tipi di inibizione. La tappa dall’aspartato 
all’aspartil-B-fosfato è catalizzata da tre isozimi, ciascuno 
controllato in modo indipendente da modulatori diver- 
si. La molteplicità enzimatica impedisce che il prodot- 
to finale di una via inibisca passaggi fondamentali quan- 
do sono richiesti altri prodotti della stessa via. Le tappe 
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dall’aspartato B-semialdeide all’omoserina e dalla treo- 
nina all’a-chetobutirrato (mostrate in dettaglio nella Fi- 
gura 22.17) sono catalizzate da due isozimi, controllati in 
modo indipendente. Lisozima deputato alla conversione 
dell’aspartato in aspartil-p-fosfato è inibito allosterica- 
mente da due differenti modulatori, la lisina e l’isoleuci- 
na, la cui inibizione è più che additiva: un altro esempio 
di inibizione concertata. La sequenza dall’aspartato all’i- 
soleucina è sottoposta a inibizioni retroattive multiple e 
interconnesse. Per esempio, l’isoleucina inibisce la con- 
versione della treonina in a-chetobutirrato (come già de- 
scritto), e la treonina inibisce la sua stessa formazione in 
tre punti: dall’omoserina, dall’aspartato p-semialdeide e 
dall’aspartato (tappe ©, © e © della Figura 22.17). Que- 
sto meccanismo globale di regolazione è chiamato inibi- 
zione sequenziale retroattiva. 

Simili meccanismi di regolazione sono presenti nelle 
vie di sintesi degli amminoacidi aromatici. La prima tap- 
pa della via che conduce all’intermedio comune, il cori- 
smato, è catalizzata dalla 2-cheto-3-deossi-p-arabinoep- 
tulosionato 7-fosfato (DAHP) sintasi (la tappa © nella 
Figura 22.18). La maggior parte dei microrganismi e del- 
le piante ha tre isozimi della DAHP sintasi. Uno è inibito 
allostericamente (inibizione retroattiva) dalla fenilalani- 
na, un altro dalla tirosina, il terzo dal triptofano. Questo 
schema di regolazione fa sì che tutta la via di biosintesi 
risponda alle richieste di uno o più amminoacidi aroma- 
tici. Un altro tipo di regolazione entra in gioco dopo la bi- 
forcazione della via a livello del corismato. Per esempio, 
gli enzimi che catalizzano le prime due tappe della dira- 
mazione che conduce al triptofano sono soggetti a inibi- 
zione allosterica da parte del triptofano. 


SOMMARIO 22.2 
Biosintesi degli amminoacidi 

e Le piante e i batteri sintetizzano tutti i 20 amminoaci- 
di comuni. I mammiferi possono sintetizzarne solo la 
metà; gli altri devono essere forniti dalla dieta (ammi- 
noacidi essenziali). 

e Tra gli amminoacidi non essenziali, il glutammato si 
forma per amminazione riduttiva dell’a-chetoglutara- 
to e funge da precursore della glutammina, della pro- 
lina e dell’arginina. Lalanina e l’aspartato (e quindi l’a- 
sparagina) si formano dal piruvato e dall’ossalacetato, 
rispettivamente, per transamminazione. Lo scheletro 
carbonioso della serina deriva dal 3-fosfoglicerato. La 
serina è il precursore della glicina; il carbonio B della 
serina viene trasferito al tetraidrofolato. Nei micror- 
ganismi, la cisteina si forma dalla serina e dal solfu- 
ro, prodotto per riduzione del solfato dell'ambiente. I 
mammiferi producono cisteina dalla metionina e dalla 
serina attraverso una serie di reazioni che richiedono 
S-adenosilmetionina e cistationina. 

e Tra gli amminoacidi essenziali, quelli aromatici (fenil- 
alanina, tirosina e triptofano) si formano tramite una 
via metabolica in cui il corismato occupa una posizione 
chiave a livello di un punto di diramazione. Il fosfori- 
bosil pirofosfato è un precursore del triptofano e dell’i- 
stidina. La via di sintesi dell’istidina è interconnessa 
con la via di sintesi delle purine. La tirosina si può for- 
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mare anche per ossidrilazione della fenilalanina (ed è 
quindi considerata essenziale). Le vie di sintesi degli 
altri amminoacidi essenziali sono complesse. 

Le vie di biosintesi degli amminoacidi sono soggette a 
inibizione allosterica da parte dei prodotti finali. In ge- 
nere l’enzima regolato è il primo della via metabolica. 
La regolazione delle varie vie di biosintesi è coordinata. 
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Figura 22.22 Biosintesi dell’istidina nei batteri e nelle 
piante. Gli atomi che derivano dal PRPP e dall’ATP sono 
ombreggiati in rosa e in azzurro, rispettivamente. Due degli 
atomi di azoto dell’istidina derivano dalla glutammina e dal 
glutammato (in verde). Si noti che il derivato dell'ATP che si 
forma dopo la tappa @ (AICAR) è un intermedio della biosintesi 
delle purine (vedi la Figura 22.35, tappa © ), quindi l’ATP viene 
prontamente rigenerato. 
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Figura 22.23 Regolazione allosterica della biosintesi 
dell’isoleucina. La prima reazione della via che porta alla sintesi 
dell'isoleucina dalla treonina è inibita dal prodotto finale, l'isoleucina. 
Questo è stato il primo esempio di inibizione allosterica retroattiva 

a essere identificato. Le tappe dall'a-chetobutirrato all'isoleucina 
corrispondono alle tappeD-® della Figura 22.17 (sono in realtà 
cinque tappe, perché la tappa ©® è una reazione a due tappe). 
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Figura 22.24 Meccanismi di regolazione interdipendenti nella 
biosintesi di alcuni amminoacidi che derivano dall’aspartato in 

E. coli. | tre enzimi (A, B, C) possono essere presenti in due o tre forme 
isozimatiche, indicate dai vari numeri a deponente. In ciascun caso, 
una delle forme isozimatiche dei tre enzimi (A,, B, e C;) non presenta 
una regolazione allosterica; gli isozimi sono controllati soltanto a livello 
genico, cioè dalla velocità della loro sintesi (Capitolo 28). La produzione 
degli isozimi A, e B; viene repressa quando i livelli di metionina sono 
alti, mentre la sintesi di C, viene repressa quando sono alti i livelli di 
isoleucina. L'enzima A è l'aspartochinasi; B è l'omoserina deidrogenasi; 
Cè la treonina deidratasi. 
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Molecole derivate dagli amminoacidi 


Oltre al loro ruolo di unità costitutive delle proteine, gli 
amminoacidi sono precursori di molte biomolecole specia- 
lizzate, come ormoni, coenzimi, nucleotidi, alcaloidi, poli- 
meri delle pareti cellulari, porfirine, antibiotici, pigmen- 
ti e neurotrasmettitori. Descriveremo ora le vie di biosin- 
tesi di un certo numero di questi derivati amminoacidici. 


e Laglicina è il precursore delle porfirine 

La biosintesi delle porfirine, delle quali la glicina è il prin- 
cipale precursore, è l'esempio che proponiamo per primo, 
data l’importanza del nucleo porfirinico delle emoprotei- 
ne, come l’emoglobina e i citocromi. Le porfirine sono com- 
poste da quattro molecole di un derivato monopirrolico, il 
porfobilinogeno, a sua volta derivato da due molecole di 
ò-amminolevulinato. Vi sono due vie metaboliche principa- 
li che portano al è-amminolevulinato. Negli eucarioti supe- 
riori (Figura 22.25a) la glicina, nella prima tappa, reagisce 
col succinil-CoA per formare l’a-ammino-B-chetoadipa- 
to, che è poi decarbossilato a $-amminolevulinato. Nelle 
piante, nelle alghe e in gran parte dei batteri, il è-ammi- 
nolevulinato si forma dal glutammato (Figura 22.25b). Il 
glutammato viene prima esterificato a glutammil-tRNA“!" 
(vedi il Capitolo 27 per una trattazione dei tRNA). La ri- 
duzione da parte del NADPH converte il glutammato in 
glutammato 1-semialdeide, che è poi rimossa dal tRNA. 
Un’amminotrasferasi converte la glutammato 1-semial- 
deide in $-amminolevulinato. 

In tutti gli organismi due molecole di è-amminolevu- 
linato condensano per formare il porfobilinogeno e, attra- 
verso una serie di complesse reazioni catalizzate da enzimi, 
quattro molecole di porfobilinogeno si uniscono per forma- 
re la protoporfirina (Figura 22.26). atomo di ferro viene 
incorporato dopo che si è formata la protoporfirina, in una 
reazione catalizzata dalla ferrochelatasi. La biosintesi della 
porfirina negli eucarioti superiori è regolata dalla concen- 
trazione del prodotto eme, che funge da inibitore retroatti- 
vo delle prime reazioni della via di biosintesi. Difetti gene- 
tici della biosintesi delle porfirine possono condurre all’ac- 
cumulo di intermedi, responsabili di una serie di malattie 
che nel loro insieme vengono definite porfirie (Box 22.2). 


e L'eme è l'origine dei pigmenti biliari 


La ferroporfirina (o gruppo eme) dell’emoglobi- 

na, rilasciata durante la distruzione degli eritro- 

citi nella milza, subisce un processo di degrada- 
zione, producendo Fe?* libero e bilirubina. Questa via 
metabolica è interessante, anche perché contribuisce a da- 
re “un tocco di colore” alla biochimica umana. 

La prima fase della via a due tappe, catalizzata dall’eme 
ossigenasi, converte l’eme in biliverdina, un derivato linea- 
re del tetrapirrolo (Figura 22.27). Gli altri prodotti della rea- 
zione sono Fe?* libero e CO. Fe?* si lega subito alla ferritina. 
Possido di carbonio è un veleno che si lega all’emoglobina 
(vedi il Box 5.1), e la produzione di CO catalizzata dall’eme 
ossigenasi fa sì che, anche in assenza di esposizione a ossi- 
do di carbonio ambientale, circa 11% dell’eme nell’uomo 
sia complessato con il CO. 
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Figura 22.25 Biosintesi del ò-amminolevulinato. 
(a) Nella maggior parte degli animali, compresi imammiferi, il 
S-amminolevulinato viene sintetizzato a partire dalla glicina e dal 


Glutammato 1-semialdeide 


succinil-CoA. Gli atomi forniti dalla glicina sono mostrati in rosso. 
(b) Nei batteri e nelle piante il precursore del è-amminolevulinato è il 
glutammato. 
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Figura 22.26 Biosintesi dell’eme dal è-amminolevulinato. 
Ac rappresenta l'unità acetile (—CH,COO) e Pr l'unità propionile 
(—CH,CH,C00). 


(1) porfobilinogeno sintasi 

(2) uroporfirinogeno sintasi 

(3) uroporfirinogeno III cosintasi 
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(6) protoporfirinogeno ossidasi 
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Box 22.2 MED 


VA Reevampiri 


Le porfirie sono un gruppo di malattie genetiche causate 
da difetti della via di biosintesi che dalla glicina porta 
alle porfirine; specifici precursori della porfirina si accu- 
mulano negli eritrociti, nei liquidi corporei e nel fegato. 
La forma più comune è la porfiria acuta intermittente. 


$-Amminolevulinato 


| (6 Porfiria di Doss 


Porfobilinogeno 


| Q&_ Porfiria acuta intermittente 


Preuroporfirinogeno 


| (Ve Porfiria congenita eritropoietica 


Uroporfirinogeno III 


| QD Porfiria cutanea tarda 


Coproporfirinogeno 


| QD Coproporfiria ereditaria 


Protoporfirinogeno 


| QD Porfiria variegata 


Protoporfirina 


| QD Protoporfiria eritropoietica 


Eme 


La biliverdina viene convertita in bilirubina nella se- 
conda tappa, catalizzata dalla biliverdina reduttasi. La rea- 
zione può essere seguita colorimetricamente in un espe- 
rimento a carattere “familiare” condotto in vivo. Quando 
ci si procura un livido, il colore nero e/o violaceo è cau- 
sato dall’emoglobina rilasciata dagli eritrociti danneggia- 
ti. Col tempo, il colore cambia verso il verde della biliver- 
dina, quindi verso il giallo della bilirubina. La bilirubina è 
insolubile in acqua e viene trasportata nel circolo sangui- 
gno legata all’albumina del siero. Nel fegato la bilirubina 
viene trasformata nel pigmento biliare bilirubina digluco- 
ronide, che è sufficientemente solubile in acqua per esse- 
re secreto con gli altri componenti della bile nell’intestino 
tenue, dove gli enzimi batterici lo convertono in diversi 
composti, principalmente urobilinogeno. Parte dell’urobi- 
linogeno viene riassorbita dal sangue e trasportata ai reni, 
dove è convertita in urobilina, che colora le urine di giallo 
(Figura 22.27). Eurobilinogeno rimanente nell’intestino è 
convertito (in un’altra reazione dipendente dalla flora bat- 
terica) in stercobilina (Figura 22.27), che dà il colore mar- 
rone-rossastro alle feci. 

Un funzionamento anormale del fegato o un blocco di 
secrezione della bile portano all’accumulo di bilirubina nel 
sangue; come risultato, la pelle e i bulbi oculari assumo- 
no un colorito giallastro, una condizione che viene chia- 
mata itterizia. La determinazione della concentrazione di 
bilirubina nel sangue è utile per la diagnosi di patologie 
a carico del fegato. A volte i neonati sono soggetti a itteri- 


I soggetti che ereditano questa condizione sono per la 
maggior parte eterozigoti e in genere sono asintomatici, 
perché una singola copia del gene normale fornisce un 
sufficiente livello di enzima funzionante. Però alcuni 
fattori nutrizionali e ambientali (ancora oggi non ben 
conosciuti) possono causare un aumento del è-ammino- 
levulinato e del porfobilinogeno, che provoca forti dolori 
addominali e disfunzioni neurologiche. Re Giorgio III, il 
monarca inglese che regnò durante la Rivoluzione ame- 
ricana, soffriva di ricorrenti episodi di apparenti disturbi 
mentali, che hanno, per così dire, macchiato l’esistenza 
di un uomo per il resto assolutamente normale. La sua 
sintomatologia fa ritenere che egli soffrisse di porfiria 
acuta intermittente. 

Una delle porfirie più rare provoca l'accumulo di uropor- 
firinogeno I, un isomero anomalo di un precursore della 
protoporfirina. Questo composto colora le urine di rosso, 
causa la comparsa di una forte fluorescenza dei denti, 
se esposti alla luce ultravioletta, e rende la pelle iper- 
sensibile alla luce solare. Molti soggetti affetti da questa 
forma di porfiria sono anemici, perché non sintetizzano 
a sufficienza il gruppo eme. Questa condizione genetica 
potrebbe aver alimentato il mito dei vampiri nella fan- 
tasia popolare. 

Oggi i sintomi della maggior parte delle porfirie possono 
essere facilmente controllati con una dieta appropriata 
e con la somministrazione di eme o di derivati dell’eme. 


zia perché non producono ancora sufficienti livelli di glu- 
coronil bilirubina trasferasi in grado di processare la bili- 
rubina. L'esposizione a lampade fluorescenti è il metodo 
tradizionalmente usato per ridurre gli eccessi di bilirubi- 
na, perché induce la conversione fotochimica della biliru- 
bina in composti con maggiore solubilità, che possono es- 
sere facilmente escreti. 

Queste vie di degradazione dell’eme svolgono un ruo- 
lo importante nel proteggere le cellule dai danni ossida- 
tivi e nel regolare alcune funzioni cellulari. Il monossido 
di carbonio prodotto dall’eme ossigenasi è tossico in con- 
centrazioni elevate, ma alle basse concentrazioni generate 
durante la degradazione dell’eme può avere funzioni re- 
golatorie e/o di rilascio di segnali cellulari. Il CO agisce da 
agente vasodilatatore come (ma in modo molto meno po- 
tente) l’ossido di azoto (descritto più avanti). Bassi livel- 
li di CO possono avere anche effetti regolatori sulla neu- 
rotrasmissione. La bilirubina è l’antiossidante più abbon- 
dante nei tessuti dei mammiferi ed è responsabile della 
maggior parte delle attività antiossidanti del siero. I suoi 
effetti di protezione sembrano essere particolarmente im- 
portanti nello sviluppo del cervello dei neonati. La tossi- 
cità cellulare associata all’itterizia potrebbe essere dovuta 
a livelli di bilirubina in eccesso rispetto all’albumina del 
siero necessaria per solubilizzarla. 

La via di degradazione dell’eme è sottoposta a regola- 
zione già dalla prima tappa, dati i molteplici ruoli che pos- 
sono avere i suoi prodotti di degradazione. Euomo ha al- 
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Figura 22.27 La bilirubina e i suoi prodotti di degradazione. M rappresenta il metile; V il vinile; Pr il propionile; 
E l'etile. Le strutture sono mostrate in forma lineare invece che nella loro corretta conformazione stereochimica, per 


permetterne un confronto. 


meno tre isozimi di eme ossigenasi (HO). HO-1 è altamen- 
te regolata e la sua espressione genica è modulata da diver- 
se condizioni di stress [stress meccanico, angiogenesi (ac- 
crescimento incontrollato dei vasi sanguigni), ipossia, ipe- 
rossia, shock termico, esposizione a luce ultravioletta, pe- 
rossido di idrogeno e molti altri danni metabolici]. HO-2 
si trova principalmente nel cervello e nei testicoli, dove vie- 
ne espressa continuamente. Il terzo isozima, HO-3, non è 
stato ancora ben caratterizzato. O 


e Gliamminoacidi sono i precursori della creatina 
e del glutatione 
La fosfocreatina, derivata dalla creatina, è un importan- 
te tampone di energia nel muscolo scheletrico (vedi il Box 
23.2). La creatina viene sintetizzata dalla glicina e dall’ar- 
ginina (Figura 22.28); la metionina, sotto forma di S-ade- 
nosilmetionina, agisce come donatore di gruppi metilici. 
Il glutatione (GSH), presente nelle piante, negli ani- 
mali e in alcuni batteri, spesso a livelli elevati, può esse- 
re considerato un tampone redox; deriva dal glutamma- 


to, dalla cisteina e dalla glicina (Figura 22.29). Il gruppo 
y-carbossilico del glutammato viene attivato dall’ATP, per 
formare un acil fosfato come intermedio, che viene poi at- 
taccato dall’a-ammino gruppo della cisteina. Segue una 
seconda reazione di condensazione, nella quale il gruppo 
a-carbossilico della cisteina viene attivato ad acil fosfato, 
per permettere la reazione con la glicina. La forma ossida- 
ta del glutatione (GSSG), prodotta nel corso delle sue atti- 
vità redox, è costituita da due molecole di glutatione lega- 
te da un ponte disolfuro. 

Il glutatione probabilmente aiuta a mantenere i gruppi 
solfidrilici delle proteine allo stato ridotto e il ferro dell’e- 
me allo stato ferroso (Fe°*), e serve come agente riducente 
per la glutaredossina nella sintesi dei deossiribonucleotidi 
(vedi la Figura 22.41). La sua funzione redox viene anche 
sfruttata per rimuovere i perossidi tossici che si formano 
nel normale processo di crescita e durante il metabolismo 
in condizioni aerobiche: 


2 GSH + R_O0—O0—-H + GSSG + H,0 + R_OH 
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Figura 22.28 Biosintesi della creatina e della fosfocreatina. 
La creatina viene prodotta da tre amminoacidi: glicina, arginina 
e metionina. Questa via è un esempio della versatilità degli 
amminoacidi nella biosintesi di altre biomolecole azotate. 


Questa reazione è catalizzata dalla glutatione peros- 
sidasi, un enzima interessante poiché contiene un atomo 
di selenio (Se) legato covalentemente sotto forma di se- 
leniocisteina (vedi la Figura 3.8a), essenziale per l’attivi- 
tà dell'enzima. 


e lp-amminoacidi si trovano soprattutto nei batteri 

Anche se in genere non sono presenti nelle proteine, i 
Dp-amminoacidi svolgono speciali funzioni nella struttura 
delle pareti delle cellule batteriche e negli antibiotici pep- 
tidici. I peptidoglicani (vedi la Figura 20.30) contengono 
sia p-alanina, sia p-glutammato. I p-amminoacidi si forma- 
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Figura 22.29 Metabolismo del glutatione. (a) Biosintesi del 
glutatione. (b) Forma ossidata del glutatione. 


no direttamente dagli isomeri L per azione delle amminoa- 
cido racemasi, che hanno il piridossal fosfato come cofat- 
tore (vedi la Figura 18.6). La racemizzazione degli ammi- 
noacidi interessa solo il metabolismo batterico, e infatti 
enzimi quali l’alanina racemasi sono importanti bersagli 
di potenziali farmaci. Uno di questi composti, la L-fluo- 
roalanina, è in fase di sperimentazione clinica come far- 
maco antibatterico, mentre la cicloserina viene utilizzata 
nel trattamento della tubercolosi. Poiché questi composti 
agiscono anche su enzimi PLP-dipendenti, hanno poten- 
ziali effetti collaterali indesiderati. 


COO 
+ | lo) 
aN-H H,C “NH 
\ / 
CHo HCT—C 
| / N 
F *NHy (0) 
L-Fluoroalanina Cicloserina 
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°N Figura 22.30 Biosintesi di due 
importanti sostanze delle piante 
a partire dagli amminoacidi. 
(a) Indolo-3-acetato (auxina); 
(b) cinnamato (l'aroma della 
ammino- 


trasferasi cannella). 
CH, mlt COO7 
o L gh Indolo- 
N >N 3-piruvato 
H {_ )-cim-e-coo 
'NHg 
decarbossilasi 
fenilalanina 
ammonio 
Pe CO07 liasi|  NH3 
N ({ \ CH=CH_-C00° 
Indolo-3-acetato 
(auxina) Cinnamato 
(a) (b) 


e Gli amminoacidi aromatici sono precursori di molte 
sostanze prodotte dalle piante 
La fenilalanina, la tirosina e il triptofano vengono conver- 
titi in vari importanti composti nelle piante. La lignina, un 
polimero caratterizzato da una forte rigidità, deriva dalla 
fenilalanina e dalla tirosina, ed è seconda solo alla cellulo- 
sa come composto più abbondante nei tessuti delle piante. 
La struttura del polimero lignina è complessa e ancora non 
completamente definita. Il triptofano è il precursore dell’or- 
mone della crescita delle piante indolo 3-acetato, o auxina 
(Figura 22.30a), importante nella regolazione di un’ampia 
gamma di processi biologici nelle piante. Dalla fenilalani- 
na e dalla tirosina derivano anche molti altri prodotti di 
notevole importanza commerciale, come i tannini, che ini- 
biscono le ossidazioni nei vini; alcaloidi come la morfina, 
che hanno potenti effetti fisiologici; e componenti odorosi 
di prodotti come l’olio di cannella (Figura 22.30b), la noce 
moscata, i chiodi di garofano, la vaniglia e il pepe di caienna. 


e Leamminebiologiche sono prodotti della 
decarbossilazione ossidativa degli amminoacidi 


Molti importanti neurotrasmettitori sono ammi- 
F ne primarie o secondarie, che si formano dagli 
amminoacidi attraverso semplici reazioni. Inol- 
tre, alcune poliammine che formano complessi con il DNA 
derivano dall’amminoacido ornitina, un componente del 


ciclo dell’urea. Un denominatore comune di molte delle 
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vie di formazione delle ammine biologiche è la decarbos- 
silazione degli amminoacidi, un’altra reazione che richie- 
de PLP (vedi la Figura 18.6). 

La sintesi di alcuni neurotrasmettitori è illustrata nella 
Figura 22.31. La tirosina produce una famiglia di cateco- 
lammine, che comprende la dopamina, la noradrenalina 
e l'adrenalina. I livelli di catecolammine sono correlati, 
tra l’altro, con le variazioni della pressione sanguigna. Nel 
Parkinson si riscontra una diminuita produzione di dopa- 
mina, ed è per questo che la malattia è stata a lungo trat- 
tata con somministrazione di L-dopa. Liperproduzione di 
dopamina nel cervello potrebbe essere legata a disturbi 
psicologici come la schizofrenia. 

La glutammato decarbossilasi produce il y-amminobu- 
tirrato (GABA), un neurotrasmettitore inibitorio. Una di- 
minuzione della produzione del GABA è associata agli at- 
tacchi epilettici. Gli analoghi del GABA vengono utilizzati 
nel trattamento dell’epilessia e dell’ipertensione. I livelli del 
GABA aumentano somministrando inibitori della GABA 
amminotrasferasi, un enzima che degrada il GABA. Un al- 
tro importante neurotrasmettitore, la serotonina, deriva 
dal triptofano attraverso due reazioni. 

L’istidina mediante decarbossilazione forma l’istami- 
na, un potente vasodilatatore presente nei tessuti animali. 
L’istamina viene rilasciata in grandi quantità come parte 
della risposta allergica e stimola la secrezione acida nello 
stomaco. Vengono sviluppati sempre nuovi agenti farma- 
cologici nell'intento di interferire sulla sintesi o sul mec- 
canismo d’azione dell’istamina. Classico è l'esempio della 
cimetidina (Tagamet), un analogo strutturale dell’istami- 
na che agisce da antagonista del recettore dell’istamina: 


CHg _CHa-S_CH, — CH’ NH î NH_-CHsz 
Pagni —_Gnk 
N NH N 


La cimetidina promuove la cicatrizzazione delle ulcere 
duodenali, inibendo la secrezione dell’acido gastrico. 

Le poliammine come la spermina e la spermidina, 
coinvolte nel processo di impacchettamento del DNA, de- 
rivano dalla metionina e dall’ornitina tramite la via mo- 
strata nella Figura 22.32. Il primo passaggio è la decarbos- 
silazione dell’ornitina, un precursore dell’arginina (Figura 
22.12). Lornitina decarbossilasi, un enzima PLP-dipen- 
dente, è il bersaglio di molti inibitori utilizzati come po- 
tenziali farmaci (vedi il Box 6.3). O 


e L'arginina è il precursore della sintesi biologica 
dell'ossido di azoto 

Verso la metà degli anni ’80 fu fatta la sorprendente sco- 
perta che l’ossido di azoto (NO) - prima noto solo per es- 
sere un componente dello smog - aveva un importante 
ruolo come messaggero. Questa semplice sostanza gasso- 
sa diffonde facilmente attraverso le membrane, anche se 
la sua elevata reattività limita il suo ambito di diffusio- 
ne a un raggio di circa un millimetro dal suo sito di sinte- 
si. Nell'uomo P’NO svolge un ruolo importante in una se- 
rie di processi fisiologici, come la trasmissione nervosa o 
la coagulazione e il controllo della pressione sanguigna. Il 
suo meccanismo d’azione è descritto nel Capitolo 12 (ve- 
di la Sezione 12.4). 
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Figura 22.31 Biosintesi da amminoacidi di alcuni neurotrasmettitori. 
NH La tappa biosintetica fondamentale è la stessa in tutti i casi: una reazione di 
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Lossido d’azoto è sintetizzato a partire dall’arginina in 
una reazione NADPH-dipendente catalizzata dall’ossido 
nitrico sintasi (Figura 22.33), un enzima dimerico struttu- 
ralmente correlato alla citocromo P-450 reduttasi NADPH- 
dipendente (vedi il Box 21.1). La reazione consiste di un’os- 
sidazione che coinvolge cinque elettroni. Ogni subunità 
dell'enzima contiene tutti e quattro i cofattori: FMN, FAD, 
tetraidrobiopterina e Fe** eminico. ENO è una molecola 
instabile, che non può essere immagazzinata. La sua sin- 
tesi è stimolata dall’interazione dell’ossido di azoto con la 
Ca°*-calmodulina (vedi la Figura 12.11). 


SOMMARIO 22.3 
Molecole derivate dagli amminoacidi 

e Molte importanti molecole derivano dagli amminoaci- 
di. La glicina è un precursore delle porfirine. La degra- 


dazione della ferro-porfirina (eme) genera la bilirubi- 
na, che viene convertita in pigmenti biliari, in grado di 
svolgere diverse funzioni biologiche. 

e La glicina e l’arginina danno origine alla creatina e alla 
fosfocreatina, un tampone dell’energia. Il glutatione, 
formato da tre amminoacidi, è un importante agente 
cellulare riducente. 

e Ibatteri sintetizzano i p-amminoacidi dagli L-ammino- 
acidi tramite reazioni di racemizzazione che richiedono 
il piridossal fosfato. I p-amminoacidi si trovano di regola 
nelle pareti di alcuni batteri e in certi antibiotici. 

e Dagli amminoacidi aromatici si generano molte so- 
stanze vegetali. La decarbossilazione PLP-dipendente 
di alcuni amminoacidi produce importanti ammine 
biologiche, tra cui alcuni neurotrasmettitori. 

e Larginina è il precursore dell’ossido di azoto, un mes- 
saggero biologico. 
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Figura 22.32 Biosintesi della spermidina e della spermina. 
Le tappe di decarbossilazione PLP-dipendenti sono indicate dalle 
ombreggiature in rosa. In queste reazioni l'S-adenosilmetionina, 
nella sua forma decarbossilata, si comporta come fonte di gruppi 
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Figura 22.33 Biosintesi dell’ossido d'azoto (NO). Entrambe le reazioni sono catalizzate dall'ossido 
d'azoto sintasi. L'azoto dell'NO deriva dal gruppo guanidinico dell'arginina. 


Biosintesi e degradazione dei nucleotidi 


Come abbiamo già visto nel Capitolo 8, i nucleotidi han- 
no diverse funzioni nella cellula. Essi sono, per prima 
cosa, i precursori del DNA e dell'RNA. In secondo luo- 
go, LATP e per alcuni aspetti anche il GTP sono traspor- 
tatori essenziali dell'energia chimica. Infine, i nucleoti- 
di sono componenti di cofattori come il NAD, il FAD, P'S- 
adenosilmetionina e il coenzima A, e di alcuni interme- 
di biosintetici attivati come l’UDP-glucosio e il CDP-dia- 
cilglicerolo. Altri sono anche secondi messaggeri cellula- 
ri (il CAMP e il cGMP). 

Nella cellula esistono due tipi di vie che portano alla 
formazione dei nucleotidi: le vie di sintesi de novo e le 


vie di salvataggio (o di recupero). La sintesi de novo dei 
nucleotidi inizia utilizzando i loro precursori semplici: am- 
minoacidi, ribosio 5-fosfato, CO; e NH;. Le vie di salvatag- 
gio riciclano invece le basi libere e i nucleotidi che deriva- 
no dalla demolizione degli acidi nucleici. Entrambe le vie 
sono importanti per il metabolismo cellulare ed entrambe 
verranno illustrate in questa sezione. 

Le vie di sintesi de novo delle purine e delle pirimidine 
sembrano essere presenti con le stesse caratteristiche pra- 
ticamente in tutti gli organismi viventi. È interessante no- 
tare che le basi libere guanina, adenina, timina, citidina e 
uracile non sono intermedi di questi processi biosintetici; 
infatti le basi non vengono prima sintetizzate e poi legate 
al ribosio, come ci si potrebbe aspettare. Fanello purinico 
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viene costruito mediante l'aggiunta di un atomo (o di po- 
chi atomi) alla volta al ribosio durante tutto il processo. L’a- 
nello pirimidinico viene sintetizzato sotto forma di orota- 
to, poi legato al ribosio fosfato e infine convertito nei nu- 
cleotidi pirimidinici comuni usati per la sintesi degli acidi 
nucleici. Anche se le basi libere non sono intermedi nelle 
sintesi de novo, esse sono intermedi e partecipano diretta- 
mente ad alcune delle vie di salvataggio. 

Le vie di sintesi delle purine e delle pirimidine hanno 
in comune diversi precursori importanti. Il fosforibosil pi- 
rofosfato (PRPP) partecipa a entrambe le vie, e in questo 
caso la struttura del ribosio compare per intero nel pro- 
dotto finale, al contrario di quanto accade nelle sintesi di 
triptofano e di istidina che abbiamo visto in precedenza. 
Un amminoacido è un precursore importante in ciascuna 
via: la glicina nel caso delle purine e l’aspartato per le pi- 
rimidine. La glutammina è sempre la principale fonte di 
gruppi amminici e viene utilizzata in ben cinque tappe di- 
verse delle vie biosintetiche de novo. L’aspartato ha anche 
una seconda funzione nella sintesi delle purine, quella di 
donatore del gruppo amminico. 

Altre due caratteristiche di queste vie meritano di es- 
sere menzionate. Innanzitutto, è probabile, specialmen- 
te nella via di sintesi de novo delle purine, che gli enzimi 
coinvolti in queste sequenze di reazioni facciano parte 
nella cellula di complessi multienzimatici, un tema ricor- 
rente nella nostra discussione sul metabolismo. In secon- 
do luogo, le riserve di nucleotidi nella cellula (escluso ov- 
viamente l’ATP) sono molto limitate, forse meno dell’1% 
della quantità necessaria a sintetizzare il DNA cellulare. 
La produzione di nucleotidi deve quindi essere continua 
durante la sintesi degli acidi nucleici e in alcuni casi può 
rappresentare un limite alla velocità di replicazione e di 
trascrizione del DNA. L'importanza di questi processi per 
le cellule che si stanno dividendo ha portato la medicina 
moderna a individuare e a produrre sostanze capaci di 
inibire la sintesi nucleotidica quali agenti per il controllo 
della crescita cellulare. 

Esamineremo ora le vie biosintetiche dei nucleotidi 
purinici e pirimidinici e i loro meccanismi di regolazione, 
la formazione dei deossinucleotidi e la degradazione delle 
purine e delle pirimidine ad acido urico e urea. Conclude- 
remo il capitolo parlando degli agenti chemioterapici che 
colpiscono la sintesi dei nucleotidi. 


e  Lasinteside novo delle purine inizia dal PRPP 

I due nucleotidi purinici presenti negli acidi nucleici sono 
l’adenosina 5'-monofosfato (AMP; adenilato) e la guanosi- 
na 5'-monofosfato (GMP; gua- 
nilato). Questi nucleotidi con- 
tengono rispettivamente le ba- 
si puriniche adenina e guani- 
na. La Figura 22.34 mostra l’o- 
rigine degli atomi di carbonio 
e di azoto dell’anello purinico, 
determinata da John M. Bu- 
chanan usando isotopi radio- 
attivi in esperimenti condotti 
sugli uccelli. I dettagli della via 
di sintesi de novo delle purine 


John M. Buchanan, 1917-2007 
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Figura 22.34 Origine degli atomi dell’anello purinico. Le 
informazioni sono state ottenute tramite esperimenti in cui sono 
stati utilizzati precursori marcati con !"C o con '°N. Il formiato è stato 
fornito come N'°-formiltetraidrofolato. 


furono chiariti negli anni ’50 da Buchanan e da G. Robert 
Greenberg. 

Nella prima tappa della via, che è anche la tappa sot- 
toposta a regolazione, un gruppo di amminoacidi donato 
dalla glutammina viene legato all’atomo di carbonio C-1 del 
PRPP (Figura 22.35). La 5-fosforibosilammina che si for- 
ma è molto instabile, con un’emivita di circa 30 secondi a 
pH 75. L’anello purinico viene in seguito costruito su que- 
sta struttura. La via descritta è comune a tutti gli organismi, 
con l’unica eccezione, come spiegato più avanti, di una tap- 
pa che negli eucarioti superiori è diversa. 

Nella seconda tappa vengono aggiunti alla 5-fosforibosi- 
lammina tre atomi forniti dall'’amminoacido glicina (Figu- 
ra 22.35, tappa @). Per questa reazione di condensazione 
viene consumato un ATP per attivare il gruppo carbossilico 
della glicina (sotto forma di acil fosfato). Il gruppo glicinam- 
minico è poi formilato a opera dell’N!°_formiltetraidrofolato 
(tappa ©) e la glutammina fornisce un gruppo amminico 
(tappa ©) prima della deidratazione e della chiusura del 
primo anello del nucleo purinico, cioè l'anello imidazolico 
a cinque membri, inserito nel composto 5-amminoimida- 
zolo ribonucleotide (AIR; tappa ©). 

A questo punto, tre dei sei atomi necessari alla costru- 
zione della struttura del secondo anello sono già al loro po- 
sto. Per completare il processo viene prima aggiunto un 
gruppo carbossilico (tappa @). Questa carbossilazione è in- 
solita per il fatto che non utilizza la biotina, pur servendosi 
del bicarbonato normalmente presente nelle soluzioni ac- 
quose. Un riarrangiamento chimico trasferisce il carbossi- 
lato dal gruppo amminico esociclico alla posizione 4 dell’a- 
nello imidazolico (tappa @). Queste ultime due tappe (O 
e (7) sono caratteristiche solo dei batteri e dei funghi, men- 
tre negli eucarioti superiori, compreso l’uomo, il 5-ammino- 
imidazolo ribonucleotide prodotto durante la tappa @ vie- 
ne direttamente carbossilato con un'unica reazione a car- 
bossiamminoimidazolo ribonucleotide (tappa ®) dall’en- 
zima AIR carbossilasi. 

Paspartato dona poi il gruppo amminico all’anello imi- 
dazolico in due tappe (tappe @ e ©): la formazione del 
legame ammidico è seguita dall’eliminazione dello sche- 
letro carbonioso dell’aspartato (sotto forma di fumarato). 
Si ricordi che l’aspartato ha una funzione analoga nel ciclo 
dell’urea (vedi la Figura 18.10). ultimo atomo di carbonio 
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Figura 22.35 Le sintesi de novo dei nucleotidi purinici: costruzione 
dell'anello purinico dell'inosinato (IMP). Ogni aggiunta all'anello purinico 
è riportata con lo stesso colore usato nella rappresentazione schematica 
della Figura 22.34. Dopo la tappa @, R sta a indicare il gruppo 5-fosfo- 
p-ribosilico su cui viene costruito l'anello purinico. La formazione della 
5-fosforibosilammina (tappa ©) è la tappa di comando della sintesi delle 
purine, cioè quella che regola la velocità dell'intera via. Si noti che il prodotto 
della tappa ©, AICAR, è ciò che resta della molecola di ATP utilizzata nella 
biosintesi dell'istidina (vedi la Figura 22.22, tappa ©). Per semplificare i nomi 
degli enzimi che fanno parte della via, sono state utilizzate sigle per indicare 
i vari intermedi. La tappa@ indica la via alternativa presente negli eucarioti 
superiori nella quale si forma direttamente CAIR da AIR. 
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è fornito dall’N!°.formiltetraidrofolato (tappa (®), e una 
seconda reazione di ciclizzazione porta alla chiusura del 
secondo anello e al completamento del nucleo purinico 
(tappa ®). Il primo intermedio provvisto di un nucleo pu- 
rinico è l’inosinato (IMP). 

Come accade nelle vie biosintetiche del triptofano e 
dell’istidina, gli enzimi della via che produce l’inosinato 
fanno probabilmente parte nella cellula di un grande com- 
plesso multienzimatico. Questa ipotesi trae supporto dall’e- 
sistenza di singoli polipeptidi con differenti funzioni, alcuni 
dei quali catalizzano diverse tappe non sequenziali nella via 
metabolica. Nelle cellule eucariotiche di specie diverse co- 
me il lievito, il moscerino della frutta o il pollo, le tappe ©, 
6 e 6 della Figura 22.35 sono catalizzate da una di queste 
proteine multifunzionali. Un’altra proteina multifunziona- 
le catalizza le tappe © e ®. Nell’uomo le attività dell’AIR 
carbossilasi e della SAICAR sintetasi sono associate a un 
enzima multifunzionale (tappa ©® e tappa ©). Nei batteri 
queste attività sono state identificate su singole proteine, 
ma probabilmente sono associate in un grande complesso 
non covalente. Lincanalamento degli intermedi di reazio- 
ne da un enzima all’altro, reso possibile da questo tipo di 
organizzazione in complessi multienzimatici, è forse parti- 
colarmente importante nel caso in cui siano presenti inter- 
medi instabili come la 5-fosforibosilammina. 

La conversione dell’inosinato in adenilato (Figura 
22.36) richiede l'inserimento nella molecola di un grup- 
po amminico fornito dall’aspartato; questa reazione avvie- 
ne in due tappe simili a quelle utilizzate per introdurre l’a- 
tomo di azoto N-1 dell'anello purinico (Figura 22.35, tappe 
6 e ©). La differenza fondamentale è l’uso del GTP inve- 
ce dell’ATP come fonte del gruppo fosforico ad alta ener- 
gia nella sintesi dell’adenilosuccinato. Il guanilato si forma 
mediante ossidazione da parte del NAD* dell’inosinato a 


Figura 22.37 Meccanismi di regolazione nella biosintesi dei 
nucleotidi adeninici e guaninici in E. coli. In altri organismi la 
regolazione di queste vie può essere diversa. 
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livello dell'atomo C-2 e mediante la successiva aggiunta di 
un gruppo amminico donato dalla glutammina. Nella tap- 
pa finale, l’ATP viene scisso in AMP e PP; (Figura 22.36). 


e Labiosintesi dei nucleotidi purinici è regolata per 
inibizione retroattiva 

Tre meccanismi di controllo retroattivi cooperano per re- 
golare la velocità complessiva della sintesi de novo dei nu- 
cleotidi purinici e le velocità di formazione dei due pro- 
dotti finali, adenilato e guanilato (Figura 22.37). Il primo 
di questi meccanismi di controllo viene esercitato sulla 
prima reazione che è peculiare della sintesi delle purine: 
il trasferimento di un gruppo amminico al PRPP per for- 
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mare 5-fosforibosilammina. Questa reazione è catalizzata 
dall’enzima allosterico glutammina-PRPP ammidotrasfe- 
rasi, che viene inibito dai prodotti finali IMP, AMP e GMP. 
AMP e GMP agiscono in questa inibizione in modo siner- 
gico. Di conseguenza, se AMP e il GMP tendono ad accu- 
mularsi, la prima tappa delle loro biosintesi da PRPP vie- 
ne parzialmente inibita. 

Nel secondo meccanismo di controllo, attivo in una 
fase successiva, un eccesso di GMP nella cellula inibi- 
sce la formazione di xantilato da inosinato a opera della 
IMP deidrogenasi, senza alterare la velocità di formazio- 
ne dell’AMP D'altro canto, un accumulo di adenilato por- 
ta all’inibizione dell’adenilosuccinato da parte dell’ade- 
nilosuccinato sintetasi, senza modificare la biosintesi del 
GMP Quando entrambi i prodotti sono presenti in quan- 
tità sufficienti, si forma l’IMP, che inibisce una tappa pre- 
cedente nella via. Questa strategia regolatoria è chiama- 
ta inibizione sequenziale retroattiva. Nel terzo mecca- 
nismo viene usato il GTP per la conversione dell’IMP in 
AMB mentre per la conversione dell’IMP in GMP è richie- 
sto l’ATP (Figura 22.36), un controllo reciproco che tende 
a bilanciare la sintesi dei due ribonucleotidi. 

Pultimo meccanismo di controllo riguarda l’inibizione 
della sintesi di PRPP mediante regolazione allosterica della 
ribosio fosfato pirofosfochinasi. Questo enzima viene inibi- 
to, oltre che dai metaboliti delle altre vie in cui il PRPP è il 
punto d’inizio, anche da ADP e GDP. 


e  Inucleotidi pirimidinici sono prodotti a partire 

da aspartato, PRPP e carbamil fosfato 
I ribonucleotidi pirimidinici comuni sono la citidina 
5'-monofosfato (CMP; citidilato) e l’uridina 5'-monofo- 
sfato (UMP; uridilato), che contengono rispettivamente 
le basi pirimidiniche citosina e uracile. La biosintesi de no- 
vo dei nucleotidi pirimidinici (Figura 22.38) procede in 
maniera diversa rispetto a quella dei nucleotidi purinici; 
in questo caso viene costruito prima l’anello pirimidini- 
co a sei membri, che viene poi legato al ribosio 5-fosfa- 
to. Questo processo inizia dal carbamil fosfato, composto 
che partecipa anche alla sintesi dell’urea (è un interme- 
dio del ciclo dell’urea). Come abbiamo visto nel Capito- 
lo 18, negli animali il carbamil fosfato necessario alla sin- 
tesi dell’urea viene prodotto nei mitocondri da un enzi- 
ma mitocondriale, la carbamil fosfato sintetasi I, mentre 
il carbamil fosfato che entra nella sintesi dei nucleotidi 
pirimidinici è formato nel citosol da un altro enzima, la 
carbamil fosfato sintetasi II. Nei batteri, un solo enzi- 
ma fornisce il carbamil fosfato per la sintesi dell’arginina 
e delle pirimidine. Questo enzima batterico ha tre distin- 
ti siti attivi, posti lungo un canale di circa 100 À di lun- 
ghezza (Figura 22.39). La carbamil fosfato sintetasi bat- 
terica è un chiaro esempio di incanalamento di interme- 
di di reazione instabili tra siti attivi. 

Nella prima tappa della biosintesi delle pirimidine, il 
carbamil fosfato reagisce con l’aspartato, formando ’’N-car- 
bamil aspartato (Figura 22.38). Questa reazione, che è an- 
che la tappa di comando della via metabolica, è catalizzata 
dall’aspartato transcarbamilasi. Nei batteri questa rea- 
zione è strettamente regolata, e l’aspartato transcarbami- 
lasi di queste cellule è uno degli enzimi allosterici più stu- 
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Figura 22.38 Biosintesi de novo dei nucleotidi pirimidinici: 
sintesi di UTP e CTP attraverso l’intermedio orotidilato. Le 
pirimidine vengono prodotte a partire dal carbamil fosfato e 
dall'aspartato. Il ribosio 5-fosfato viene aggiunto all’anello pirimidinico 
completo dall'orotato fosforibosiltrasferasi. La prima tappa di questa 
via (qui non mostrata; vedi la Figura 18.11a) è la sintesi del carbamil 
fosfato da CO, e NH, catalizzata, negli eucarioti, dalla carbamil fosfato 
sintetasi Il. 
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Figura 22.39 Incanalamento di intermedi nella carbamil 
fosfato sintetasi batterica. (PDB ID 1M6V) La reazione catalizzata 
da questo enzima (e dal suo corrispettivo mitocondriale) è 
illustrata nella Figura 18.11a. Le subunità grande e piccola sono 
qui mostrate rispettivamente in blu e in marrone; il tunnel (lungo 
circa 100 À) che collega i siti attivi è indicato in bianco. In questa 
reazione, una molecola di glutammina si lega alla subunità piccola, 
donando il suo azoto ammidico sotto forma di NH} in una reazione 
ammidotrasferasica. Lo ione ammonio entra nel tunnel, attraverso 
il quale giunge al secondo sito attivo, dove si combina con il 
bicarbonato in una reazione che richiede ATP. Il carbamato rientra 
quindi nel canale per raggiungere il terzo sito attivo, dove viene 
fosforilato a carbamil fosfato. Per risolvere questa struttura, l'enzima 
è stato cristallizzato con l'ornitina legata al sito di legame della 
glutammina e l'ADP legato ai siti di legame dell'ATP. 


diati e meglio caratterizzati (vedi più avanti). Mediante la 
rimozione di una molecola d’acqua dall’N-carbamilaspar- 
tato, una reazione catalizzata dalla diidroorotasi, l’anello 
pirimidinico viene chiuso sotto forma di L-diidroorotato. 
Questo composto viene ossidato per produrre il derivato 
pirimidinico orotato; in questa reazione l’accettore finale 
di elettroni è il NAD*. Negli eucarioti, i primi tre enzimi 
della via, la carbamil fosfato sintetasi II, l’aspartato trans- 
carbamilasi e la diidroorotasi, fanno parte di una protei- 
na trifunzionale. Questa proteina, nota con la sigla CAD, 
contiene tre catene polipeptidiche identiche (ognuna con 
M, 230 000), in grado di catalizzare tutte e tre le reazio- 
ni. Questo suggerisce che la presenza di grandi complessi 
multienzimatici sia la regola nella biosintesi delle pirimi- 
dine degli eucarioti. 

Una volta che si è formato l’orotato, viene legato a que- 
sto composto il ribosio 5-fosfato donato dal PRPP generan- 
do l’orotidilato (Figura 22.38), che è decarbossilato a uri- 
dilato; quest’ultimo è poi fosforilato a UTP Il CTP si forma 
dall’UTP per mezzo della citidilato sintetasi. In questa 
reazione viene consumato un ATP nella formazione di un 
intermedio acil fosfato; il donatore dell’atomo di azoto è 
normalmente la glutammina, ma in molte specie la citidi- 
lato sintetasi può usare direttamente PNH7. 
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e La biosintesi dei nucleotidi pirimidinici è regolata 
tramite inibizione retroattiva 

La regolazione della velocità della sintesi dei nucleotidi pi- 
rimidinici nei batteri è in gran parte dovuta alla modula- 
zione dell’aspartato transcarbamilasi (ATCasi), che cata- 
lizza la prima reazione della via metabolica. Questo enzi- 
ma è inibito dal CTP il prodotto finale di questa sequen- 
za di reazioni (Figura 22.38). La molecola dell’ATCasi dei 
batteri è costituita da sei subunità catalitiche e da sei sub- 
unità regolatrici (vedi la Figura 6.33). Le subunità catali- 
tiche legano le molecole di substrato, mentre le subunità 
regolatrici legano l’inibitore allosterico CTP L'intera mo- 
lecola dell’ATCasi, come pure le sue subunità, può avere 
due conformazioni: una attiva e una inattiva. Quando le 
subunità regolatrici sono libere, l'enzima è attivo al mas- 
simo; quando invece il CTP tende ad accumularsi, si lega 
alle subunità regolatrici e ne modifica la conformazione. 
Questa modificazione viene trasmessa alle subunità cata- 
litiche, che acquistano la conformazione inattiva. LATP 
impedisce questa modificazione conformazionale indot- 
ta dal CTP Nella Figura 22.40 sono illustrati gli effetti dei 
regolatori allosterici sull’attività dell’ATCasi. 


e  Inucleosidi monofosfato sono convertiti in nucleosidi 
trifosfato 

I nucleotidi sono in genere usati per la biosintesi degli aci- 

di nucleici nella forma di nucleosidi trifosfato. Le reazioni 

che producono queste conversioni sono identiche in tutte 

le cellule. La fosforilazione dell’AMP ad ADP è catalizzata 

dall’adenilato chinasi, nella reazione 


ATP + AMP==2 ADP 


PADP così formato viene ulteriormente fosforilato ad ATP 
dagli enzimi glicolitici o mediante la fosforilazione ossi- 
dativa. 

LATP viene utilizzato per la formazione degli altri nu- 
cleosidi difosfato da parte di una classe di enzimi chiama- 
ta nucleoside monofosfato chinasi. Questi enzimi, che in 


Attività 
normale 
(senza CTP) 


Vo (uM/min) 


10 | 20 | 30 


Ko5 = 12 mm Ko5 = 23 mm 


[Aspartato] (mm) 


Figura 22.40 Regolazione allosterica dell’aspartato 
transcarbamilasi a opera di CTP e ATP. Alla concentrazione di 0,8 mm, 
il CTP, l'inibitore allosterico dell'ATCasi, determina un aumento 

della Kos per l'aspartato (curva in basso) e contemporaneamente 

una riduzione della velocità di conversione dell'aspartato in 
N-carbamilaspartato. L'ATP, alla concentrazione di 0,6 mm, annulla 
completamente questo effetto del CTP (curva in mezzo). 
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genere sono specifici per una certa base ma non specifici 
per il tipo di zucchero presente nel nucleotide (ribosio op- 
pure deossiribosio), catalizzano la reazione 


ATP + NMP—== ADP + NDP 


Essendo i sistemi intracellulari di rifosforilazione 
dell’ADP ad ATP particolarmente efficienti, questa rea- 
zione viene favorita nella direzione della formazione dei 
prodotti. 

I nucleosidi difosfato sono convertiti nei corrisponden- 
ti nucleosidi trifosfato da un enzima ubiquitario, chiama- 
to nucleoside difosfato chinasi, che catalizza la reazione 


NTP, + NDP, = NDP, + NTP, 


Questo enzima ha la particolarità di non essere specifi- 
co né per la base (purinica o pirimidinica) né per il tipo 
di zucchero (ribosio o deossiribosio). Questa mancanza 
di specificità vale sia per l’accettore del gruppo fosforico 
(A) sia per il donatore (D), anche se il donatore (NTPp) è 
quasi sempre l’ATP, poiché questo nucleotide in condizio- 
ni aerobiche è presente in concentrazioni superiori rispet- 
to a quelle degli altri. 


e Iribonucleotidi sono i precursori dei deossiribonucleotidi 

I deossiribonucleotidi, le unità costitutive del DNA, deriva- 
no dai corrispondenti ribonucleotidi per diretta riduzione 
del carbonio 2’ p-ribosio, che forma il 2'-deossi derivato. 
Per esempio, l’adenosina difosfato (ADP) viene ridotto a 
2'-deossiadenosina difosfato (AADP), e il GDP viene ridot- 
to a AGDP Questo tipo di reazione è abbastanza insolito, 
perché la riduzione avviene a livello di un carbonio non at- 
tivato. Non si conoscono reazioni chimiche simili a questa. 
La reazione è catalizzata dalla ribonucleotide reduttasi, 
un enzima che è stato ben caratterizzato in E. coli e che ha 
come substrati i ribonucleosidi difosfato. 

La riduzione del p-ribosio del ribonucleoside difosfato 
a 2'-deossi-p-ribosio richiede una coppia di atomi di idro- 
geno, che sono alla fine donati dal NADPH mediante la 
tioredossina, una proteina che trasporta atomi di idroge- 
no. Questa proteina ubiquitaria svolge funzioni redox si- 
mili nella fotosintesi (vedi la Figura 20.19) e in altri pro- 
cessi. La tioredossina possiede coppie di gruppi —SH che 
servono a trasferire due atomi di idrogeno dal NADPH al 
ribonucleoside difosfato. La forma ossidata (con un pon- 
te disolfuro) della tioredossina viene ridotta dal NADPH 
in una reazione catalizzata dalla tioredossina reduttasi 
(Figura 22.41). La tioredossina ridotta viene poi utilizzata 
dalla ribonucleotide reduttasi per ridurre i ribonucleosidi 
difosfato (NDP) a deossiribonucleosidi difosfato (ANDP). 
Una seconda fonte di equivalenti riducenti è il glutatione 
(GSH), che partecipa alla riduzione di una proteina mol- 
to simile alla tioredossina, chiamata glutaredossina. La 
glutaredossina ridotta trasferisce gli equivalenti riducen- 
ti ricevuti dal glutatione alla ribonucleotide reduttasi (Fi- 
gura 22.41). 

Il meccanismo di reazione della ribonucleotide redut- 
tasi rappresenta l’esempio meglio studiato e caratterizza- 
to del coinvolgimento di un radicale libero in una trasfor- 
mazione biochimica. Questa reazione è quindi il prototi- 
po delle reazioni che utilizzano radicali, che una volta era- 
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(a) (b) 
NADPH + H* NADP* NADPH + H* NADP* 
glutatione 
eduttasi 
GSSG 2GSH FAD FADH; 
glutaredossina tioredossina 


reduttasi 


SA SSA Da 
DGiuaretonin) 


Ribonucleotide 


( Ca S 
reduttasi 


reduttasi NS / 
L At HS 


H,0 
dNDP 


NDP 


Figura 22.41 Riduzione dei ribonucleotidi a 
deossiribonucleotidi da parte della ribonucleotide reduttasi. 

Gli elettroni vengono trasferiti (frecce rosse) all'enzima dal NADPH 
mediante (a) la glutaredossina oppure (b) la tioredossina. | gruppi 
sulfidrilici della glutaredossina reduttasi sono forniti da due molecole 
di glutatione legate all'enzima (GSH; GSSG indica il glutatione 
ossidato). Si noti che la tioredossina reduttasi è un flavoenzima e il 
suo gruppo prostetico è il FAD. 


no ritenute piuttosto rare nei sistemi biologici. enzima di 
E. coli e della maggior parte degli eucarioti è composto da 
un dimero a-f3», in cui le due subunità catalitiche sono le 
a», mentre le B, sono le subunità su cui viene prodotto il 
radicale (Figura 22.42). Ciascuna subunità catalitica con- 
tiene due tipi di siti per modulatori, come vedremo più 
avanti. I due siti attivi dell'enzima sono localizzati in corri- 
spondenza delle interfacce tra le subunità catalitiche (a) 
e le subunità B; che producono il radicale. In ogni sito at- 
tivo, una subunità a fornisce due gruppi tiolici necessari 
per l’attività catalitica, mentre le subunità B, generano un 
radicale tirosilico stabile. Le subunità }, hanno anche un 
cofattore binucleare contenente due ioni Fe**, che contri- 
buisce a generare e stabilizzare il radicale tirosilico della 
yr!°2 (Figura 22.42). Il radicale tirosilico è troppo lonta- 
no dal sito attivo per poter determinare un’interazione di- 
retta, ma alcuni residui amminoacidici aromatici formano 
una lunga via di trasferimento del radicale che arriva fino 
a livello del sito attivo (Figura 22.42c). Nella Figura 22.43 è 
illustrato un probabile meccanismo d’azione della ribonu- 
cleotide reduttasi. Nell’E. coli, le probabili fonti degli equi- 
valenti riducenti per questa reazione sono la tioredossi- 
na e la glutaredossina, come abbiamo già osservato sopra. 
Sono state descritte tre classi di ribonucleotide redut- 
tasi. I loro meccanismi (quando noti) sono in genere con- 
formi allo schema della Figura 22.43, ma differiscono per 
la natura del gruppo che fornisce il radicale nel sito atti- 
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Siti regolatori Effettori allosterici 


Sito di specificità ATE dATP, 


del substrato / dGTP, dTTP 
Principale sito 
di regolazione . _ ATB 
“}  Subunitàa | Subunitàa (7 dATP 
Substrati 
. 4 X\ 
Sito 7 X ADE 
attivo/lfà _ °° ns sa Si 1 cDe 
i \xH HX/ \UDpp 
è Pi \ ») 
| a __<eeg\ GDP 
ide Subunità BX\ ON 
\ N Mo) ] 
È 2 


(a) 


Figura 22.42 Ribonucleotide reduttasi. (a) Rappresentazione 
schematica delle strutture delle subunità. La subunità catalitica (a, 
chiamata anche R1) contiene i due siti regolatori descritti nella Figura 
22.A4 e due residui di Cys essenziali per il meccanismo di reazione. Le 
subunità che generano il radicale, le subunità f (chiamate anche R2), 
contengono il residuo cruciale Tyr'?? e il centro binucleare con due 
ioni Fe?*. (b) Probabile struttura di a), (derivata da PD BID 3UUS, 


Subunità a 


B gd 
®©-0- on, 0 LS"! ds 

ni H HS 

H H 
Od OH 
NDP 
Xd 

Ribonucleotide Du 
reduttasi Subunità B 


Tioredossina SS 


Il ponte disolfuro (glutaredossina) 


dell'enzima viene 
ridotto e il ciclo 


È Tioredossina (SH), 
si completa. 


(glutaredossina) 


La tappa (1) si ripete 
in senso contrario, 
rigenerando un radicale 
tirosilico sull’enzima. 


Si forma un radicale 
3'-ribonucleotidico. 
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Via del radicale 


(c) 


Modello dell’a,Bg 
(b) 


ottenuta in base alle strutture di a; e di B,. (c) La probabile via per la 
formazione del radicale a partire dalla Tyr!?? iniziale della subunità 
B fino alla Cys*5° del sito attivo, che viene usata nel meccanismo 
mostrato nella Figura 22.43. Alcuni residui amminoacidici aromatici 
partecipano al trasferimento a lungo raggio del radicale dal punto 
di formazione a livello della Tyr!?? al sito attivo, dove il substrato 


nucleotidico viene legato. 


Lossidrile in 2' 
viene protonato. 


© 


Viene eliminata 
H20 e si forma 
un radicale 
carbocationico 
stabilizzato. 


© 


Il ditiolo si ossida 
sull’enzima; due elettroni 
vengono trasferiti al 
carbonio 2°. 


Figura 22.43 XX MECCANISMO D'AZIONE Meccanismo 
proposto per la ribonucleotide reduttasi. Nell'enzima di £. coli 
e in molti eucarioti, i gruppi tiolici attivi si trovano sulla subunità a. Il 


radicale —X° del sito attivo si trova sulla subunità f}, e 
nell'E. coli è probabilmente un radicale tiolico della Cys 
(vedi la Figura 22.42). 


439 
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Regolazione a livello dei siti 
di regolazione primaria 
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Regolazione a livello dei siti 
di specificità del substrato 


® È (ATE 
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Prodotti Substrati Prodotti 


Figura 22.44 Regolazione della ribonucleotide reduttasi da 
parte dei deossinucleosidi trifosfato. L'attività globale dell'enzima 
dipende dal legame degli effettori al sito primario di regolazione (a 
sinistra). La specificità di substrato dell'enzima dipende dalla natura 
dell'effettore, che si lega al secondo tipo di sito di regolazione, il 


vo e per i cofattori utilizzati per generarlo. Lenzima di E. 
coli (classe I) richiede ossigeno per rigenerare il radica- 
le tirosilico quando viene eliminato; quindi l'enzima fun- 
ziona solo in condizioni aerobiche. Gli enzimi della classe 
II, presenti in altri microrganismi, hanno la 5'-deossiade- 
nosilcobalammina (vedi il Box 17.2) invece del centro bi- 
nucleare con i due Fe?*. Gli enzimi della classe III si sono 
evoluti per funzionare in un ambiente anaerobico. L'E. co- 
li sintetizza una classe separata di ribonucleotide redutta- 
si III quando cresce in condizioni anaerobiche. Lenzima 
contiene un centro ferro-zolfo (strutturalmente distinto 
dal centro binucleare con il ferro dell’enzima della classe 
I) e richiede NADPH e S-adenosilmetionina per l’attività. 
Inoltre usa come substrato i nucleosidi trifosfato invece 


sito di specificità del substrato. Lo schema indica l'inibizione o la 
stimolazione dell'attività dell'enzima da parte dei quattro differenti 
substrati. La via metabolica dal AUDP al dTTP viene descritta più 
avanti (vedi le Figure 22.46 e 22.47). 


dei nucleosidi difosfato. Levoluzione di classi differenti di 
ribonucleotide reduttasi per la produzione dei precursori 
del DNA in diverse condizioni ambientali riflette l’impor- 
tanza di questa reazione nel metabolismo dei nucleotidi. 
La regolazione della ribonucleotide reduttasi di E. coli 
è alquanto peculiare, perché i suoi effettori regolano non 
solo l’attività, ma anche la specificità di substrato dell’enzi- 
ma. Ciascuna subunità a possiede due tipi di siti regolato- 
ri (Figura 22.42). Uno regola l’attività enzimatica comples- 
siva e lega sia l’ATP, che attiva l'enzima, sia il AATB, che lo 
inattiva. Il secondo sito regolatore modifica la specificità di 
substrato in risposta all’effettore (’ATP, il dATB il ATTP o 
il dGTP) che si lega (Figura 22.44). Quando si legano ’ATP 
o il dATB viene stimolata la riduzione dell’UDP e del CDP 


Figura 22.45 Oligomerizzazione della ribonucleotide reduttasi 
indotta dall’inibitore allosterico dATP. A elevate concentrazioni di 
dATP (50 pm) si forma una struttura a4f4 a forma di anello 

(PDB ID 3UUS). In questa conformazione, i residui della via di 


formazione del radicale sono esposti al solvente, bloccando la 


reazione radicalica e inibendo l'enzima. L'oligomerizzazione si inverte 
a basse concentrazioni di dATP. 
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Quando si legano il ATTP o il AGTP, viene stimolata rispet- 
tivamente la riduzione del GDP o del’ADP. Questo tipo di 
regolazione mantiene ben bilanciato il pool dei precursori 
della sintesi del DNA. EATP è anche un attivatore genera- 
le della biosintesi e della riduzione dei ribonucleotidi. La 
presenza di dATP in piccole quantità aumenta la riduzio- 
ne dei nucleotidi pirimidinici. Un’elevata disponibilità di 
dANTP pirimidinici è segnalata da livelli elevati di ATTP e 
sposta la specificità verso la riduzione del GDP Elevati li- 
velli di AGTP cambiano invece la specificità a favore del- 
la riduzione dell’ADP, mentre elevati livelli di AATP ridu- 
cono l’attività complessiva dell’enzima. Si pensa che que- 
sti effettori inducano diverse conformazioni dell’enzima, 
e che queste modifichino la sua specificità. 

Questi effetti regolatori sono accompagnati e presu- 
mibilmente mediati da notevoli modificazioni strutturali 
nell’enzima. Quando la forma attiva dell’enzima di E. coli 
(c,») viene inibita dall’aggiunta dell’inibitore allosterico 
dATP, si forma una struttura a4PB4 simile a un anello con 
le subunità a; e B che si alternano (Figura 22.45). In que- 
sta struttura la via di formazione del radicale che va da B 
ada viene alterata, e i residui amminoacidici lungo la via 
sono ora esposti al solvente, impedendo di fatto il trasfe- 
rimento del radicale e inibendo così la reazione. Quando 
i livelli di dATP sono bassi, la formazione delle strutture 
04 con disposizione ad anello viene bloccata e l'enzima 
riacquista la sua conformazione attiva. Anche la ribonu- 
cleotide reduttasi del lievito va incontro a oligomerizzazio- 
ne in presenza di dATP, formando una struttura ad anello 
esamerico del tipo agBs. 


e Il timidilato deriva dal dCDP e dal dUMP 
Il DNA contiene la timina al posto dell’uracile e la sintesi 
de novo della timina coinvolge solo i deossiribonucleotidi. 
Il precursore immediato del timidilato (ATMP) è il AUMP. 
Nei batteri la via che porta alla sintesi del dUMP inizia con 
la formazione del AUTP, sia per deamminazione del dCTP, 
sia per fosforilazione del UDP (Figura 22.46). Il AUTP vie- 
ne convertito in dUMP da una dUTPasi. Quest'ultima rea- 
zione deve essere estremamente efficiente per mantenere 
il pool di AUTP a bassi livelli, in modo da impedire l’incor- 
porazione dell’uridilato nel DNA. 

La conversione del AUMP in ATMP è catalizzata dalla 
timidilato sintasi. Un’unità monocarboniosa a livello di 
ossidazione dell’idrossimetile (—-CH,0H) (vedi la Figura 


CDP ——____> dCDP >» dCTP 
. . nucleoside 
ribonucleotide Tifoso deamminasi 
reduttasi TRE 
chinasi v 
UDP > dubp ———__—_>»> dUTP 
| AUTPasi 
+ 
dUMP 
| timidilato 
| sintasi 
dTMP 


Figura 22.46 Biosintesi del timidilato (ATMP). Le vie iniziano con 
la reazione catalizzata dalla ribonucleotide reduttasi. | dettagli della 
reazione della timidilato sintasi sono mostrati nella Figura 22.47. 
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18.17) viene trasferita dall’N°,N!°-metilentetraidrofolato al 
dUMB e quindi ridotta a gruppo metilico (Figura 22.47). 
La riduzione avviene con l’ossidazione del tetraidrofolato 
a diidrofolato, una reazione assai insolita tra quelle che ri- 
chiedono il tetraidrofolato. (Il meccanismo di questa rea- 
zione è mostrato nella Figura 22.53.) Il diidrofolato viene 
ridotto a tetraidrofolato dalla diidrofolato reduttasi, una 
reazione essenziale in quanto il tetraidrofolato interviene 
in molti processi biologici. Nelle piante e almeno in uno 
dei protisti, la timidilato sintasi e la diidrofolato reduttasi 
fanno parte di una singola proteina bifunzionale. 


Circa il 10% della popolazione umana (e fino al 
Ea 50% nelle comunità disagiate) soffre di deficien- 
za di acido folico. Se la carenza è di grave entità, 
la sintomatologia comprende disturbi cardiaci, cancro e 
alcuni tipi di disfunzioni cerebrali. Almeno alcuni di que- 


sti sintomi sono dovuti a una diminuzione della sintesi del 


Si timidilato 
lho sintasi 


HsN N 
È di 
ig. 
N pr 
HS / 
9 CNR 
DA 
H 
N°,N!°-Metilen- 7,8-Diidrofolato 
tetraidrofolato 
Glicina —_ (= NADPH + H* 
i bi diidrofolato / 
PIP | idrossimetil- susci 
/| trasferasi \ 
Serina — “ NADP * 
H 
\ da a N N ) 
» | H . 2 
HN 
N Ha 
H 
5 HN-R 
Tetraidrofolato 


Figura 22.47 Conversione del AUMP in dTMP per azione 
della timidilato sintasi e della diidrofolato reduttasi. 

La serina idrossimetiltrasferasi è necessaria per la rigenerazione 
dell'N°,-N'°-metilentetraidrofolato. Nella sintesi del ATMP, 

i tre idrogeni del gruppo metilico aggiunto derivano 
dall'N°,-N'°-metilentetraidrofolato (in rosa e in grigio). 
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timidilato, che provoca un’anormale incorporazione di 
uracile nel DNA. LEuracile viene riconosciuto dal sistema 
di riparazione del DNA (descritto nel Capitolo 25) e viene 
escisso dalla molecola del DNA. La presenza di elevati li- 
velli di uracile nel DNA provoca numerose interruzioni 
nelle catene, che possono avere gravi conseguenze sulla 
funzione e sulla regolazione del DNA nucleare, causando 
gli effetti osservati sul cuore e sul cervello e anche un au- 
mento della mutagenesi che provoca il cancro. © 


e Ladegradazione delle purine e delle pirimidine produce 
rispettivamente acido urico e urea 

I nucleotidi purinici sono degradati da una sequenza di 

reazioni in cui il gruppo fosforico viene perso per azio- 

ne delle 5'-nucleotidasi (Figura 22.48). L'adenilato vie- 

ne trasformato in adenosina, che viene poi deamminata 

a inosina dall’adenosina deamminasi; in seguito l’inosi- 
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Figura 22.48 Catabolismo dei nucleotidi purinici. Nei primati 
l'azoto viene escreto in maggiori quantità sotto forma di urea 
attraverso il ciclo dell’urea (Capitolo 18) piuttosto che sotto forma di 
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na è idrolizzata nella base purinica libera ipoxantina e in 
D-ribosio. Lipoxantina libera viene successivamente ossi- 
data a xantina e poi ad acido urico dalla xantina ossida- 
si, un flavoenzima che contiene nel suo gruppo prosteti- 
co un atomo di molibdeno e quattro centri ferro-zolfo. In 
questa reazione molto complessa l’accettore di elettroni è 
l'ossigeno molecolare. 

Anche il catabolismo del GMP genera acido urico come 
prodotto finale. Il GMP viene prima idrolizzato formando 
il nucleoside guanosina, che poi viene idrolizzato liberan- 
do la guanina. Alla base libera viene sottratto idrolitica- 
mente il gruppo amminico generando xantina, che è con- 
vertita in acido urico dalla xantina ossidasi (Figura 22.48). 

Facido urico è il prodotto finale del catabolismo delle 
purine nei primati, negli uccelli e in qualche altro anima- 
le. La velocità di eliminazione dell’acido urico nell'uomo 
adulto è di circa 0,6 g nelle 24 ore, quantità che deriva in 
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acido urico attraverso la degradazione delle purine. Nei pesci viene 
escreto più azoto sotto forma di ione ammonio che di urea prodotta 
dalla via mostrata nella figura. 
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parte dalle purine assunte con la dieta e in parte dal tur- 
nover intracellulare dei nucleotidi purinici degli acidi nu- 
cleici. Nella maggior parte dei mammiferi e in molti altri 
vertebrati questo composto viene ulteriormente degradato 
ad allantoina per mezzo dell’urato ossidasi. In altri orga- 
nismi ancora, la via prosegue producendo altri composti, 
come è indicato nella Figura 22.48. 

Le vie di degradazione delle pirimidine in genere por- 
tano alla produzione di ione ammonio e quindi alla for- 
mazione di urea. La timina, per esempio, viene degrada- 
ta a metilmalonilsemialdeide (Figura 22.49), che è un in- 
termedio della via di degradazione della valina. Questo 
composto viene degradato attraverso il propionil-CoA e 
il metilmalonil-CoA a succinil-CoA (vedi la Figura 18.27). 
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Figura 22.49 Catabolismo di una pirimidina. Qui viene mostrata 
la via di degradazione della timina. La metilmalonilsemialdeide viene 
ulteriormente degradata a succinil-CoA. 
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Nell'uomo sono state riscontrate alterazioni nel 
Ea metabolismo delle purine, che portano a una se- 

rie di conseguenze piuttosto rilevanti. Per esem- 
pio, la deficienza di adenosina deamminasi (ADA) 
nell'uomo determina la comparsa di una grave immuno- 
deficienza. I linfociti T e B, fondamentali per la risposta 
immunitaria, non si sviluppano in modo appropriato. Una 
mancanza di adenosina deamminasi determina un aumen- 
to di circa 100 volte della concentrazione di dATP, un mo- 
dulatore negativo della ribonucleotide reduttasi (Figura 
22.44). L'aumento dei livelli di AATP è responsabile della 
carenza degli altri deossiribonucleotidi trifosfato che si os- 
serva nei linfociti T. Meno chiari sono i meccanismi di tos- 
sicità per i linfociti B. I pazienti con una deficienza di ade- 
nosina deamminasi non hanno un efficace sistema immu- 
nitario e non possono sopravvivere se non in ambienti as- 
solutamente sterili. La deficienza di adenosina deammi- 
nasi è stata, dunque, uno degli obiettivi primari negli stu- 
di di terapia genica nell’uomo (nel 1990), da cui sono emer- 
si risultati disomogenei. In sperimentazioni cliniche più 
recenti, alcuni individui con deficienza di adenosina deam- 
minasi hanno riacquisito la normale funzionalità immu- 
nitaria dopo il trattamento con il gene funzionante capace 
di codificare ’ADA. O 


e Lebasi puriniche e pirimidiniche sono riciclate 
mediante le vie di salvataggio 

Le basi puriniche e pirimidiniche libere si formano costan- 
temente nelle cellule durante la degradazione metabolica 
dei nucleotidi. Le basi puriniche libere prodotte dalla de- 
gradazione dei nucleotidi purinici sono in gran parte sal- 
vate e riutilizzate per formare nuovi nucleotidi attraverso 
una via molto più semplice della via di sintesi de novo dei 
nucleotidi purinici descritta in precedenza. Una delle vie 
di salvataggio è costituita da una sola reazione catalizza- 
ta dall’adenosina fosforibosiltrasferasi, in cui l’adenina 
libera reagisce con il PRPP per formare il corrispondente 
nucleotide adeninico: 


Adenina + PRPP + AMP + PP; 


La guanina e l’ipoxantina (il prodotto di deamminazio- 
ne dell’adenina; vedi la Figura 22.48) sono salvate nello stes- 
so modo, ma da un enzima diverso, l’ipoxantina-guanina 
fosforibosiltrasferasi. Le basi pirimidiniche sono salvate 
attraverso una via simile nei microrganismi e probabilmen- 
te nei mammiferi. 


La carenza genetica di ipoxantina-guanina fosfo- 
Ea ribosiltrasferasi, osservata quasi esclusivamente 

in bambini maschi, è caratterizzata da una serie 
di sintomi insoliti. I bambini colpiti da questa malattia, che 
viene chiamata sindrome di Lesch-Nyhan e si manifesta 
intorno ai due anni, sono mentalmente ritardati e sono po- 
co coordinati. Inoltre, sono molto ostili e hanno tendenze 
autolesive: si mutilano a morsi le dita delle mani e dei pie- 
di, oppure le labbra. 

Gli effetti devastanti della sindrome di Lesch-Nyhan 
sono un esempio dell’importanza che hanno le vie di sal- 
vataggio delle basi puriniche. L’ipoxantina e la guanina si 
formano continuamente nelle cellule come prodotti della 
demolizione degli acidi nucleici. La mancanza dell’enzi- 
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ma della via di salvataggio ipoxantina-guanina fosforibo- 
siltrasferasi porta a un aumento della concentrazione di 
PRPP che a sua volta stimola la via di sintesi de novo delle 
basi puriniche. La sovrapproduzione di purine genera alti 
livelli di acido urico nei fluidi circolanti, che alla fine de- 
terminano nei tessuti danni simili a quelli della gotta (ve- 
di più avanti). Per il cervello la via di salvataggio è parti- 
colarmente importante, e questo fatto può spiegare i gra- 
vi danni al sistema nervoso che si osservano nei bambini 
colpiti dalla sindrome di Lesch-Nyhan. Anche questa ma- 
lattia è stata uno degli obiettivi primari negli studi di tera- 
pia genica nell’uomo. O 


e  Lasovrapproduzione di acido urico causa la gotta 

La gotta, la cui insorgenza è stata a lungo erro- 

neamente attribuita agli eccessi nel mangiare e 

nel bere, è una malattia che colpisce le giunture 
ed è causata da un’elevata concentrazione di acido urico 
nel sangue e nei tessuti. Le giunture diventano infiamma- 
te, doloranti e artritiche per la precipitazione dell’urato di 
sodio sotto forma di cristalli. Vengono colpiti anche i reni, 
poiché l’acido urico si deposita nei tubuli renali. La causa 
della gotta, che colpisce prevalentemente i maschi, non è 
stata ancora identificata, ma si pensa che spesso dipenda 
da una non sufficiente escrezione di urato. Si ipotizza an- 
che che la patologia sia dovuta all’assenza di uno degli en- 
zimi che intervengono nel metabolismo delle purine. 

La gotta può essere controllata e trattata con una die- 
ta accurata e con alcuni farmaci. I cibi particolarmente 
ricchi di nucleotidi e acidi nucleici, come fegato o estratti 
ghiandolari, devono essere eliminati dalla dieta. I miglio- 
ramenti più rilevanti si sono osservati in seguito a tratta- 
mento con il farmaco allopurinolo (Figura 22.50), un ini- 
bitore della xantina ossidasi, l'enzima responsabile della 
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Figura 22.50 L'allopurinolo, un inibitore della xantina ossidasi. 
L'ipoxantina è il substrato di questo enzima. Basta una piccola 
alterazione nella struttura (indicata con l'ombreggiatura in rosa) 

per trasformare il substrato ipoxantina dell'enzima in un inibitore, 
l'allopurinolo, con proprietà farmacologiche molto rilevanti. Nel 

sito attivo della xantina ossidasi, l'allopurinolo viene convertito in 
ossipurinolo, un potente inibitore competitivo che rimane legato alla 
forma ridotta dell'enzima. 


CAPITOLO 22 
Biosintesi degli amminoacidi, dei nucleotidi e delle molecole correlate 


conversione delle basi puriniche in acido urico. Eallopuri- 
nolo è un substrato della xantina ossidasi, che lo conver- 
te in ossipurinolo (alloxantina), un composto che rima- 
ne strettamente legato al sito attivo della xantina ossidasi 
nella sua forma ridotta, inattivandola. Quando la xantina 
ossidasi viene inibita, vengono escrete xantina e ipoxanti- 
na, che sono molto più solubili in acqua dell’acido urico e 
formano quindi meno depositi cristallini. L’allopurinolo è 
stato sviluppato da Gertrude Elion e da George Hitchings, 
che hanno sintetizzato anche l’aciclovir, usato per trattare 
l'herpes, e altri analoghi purinici utilizzati per la chemio- 
terapia nei casi di cancro. O 


li 


Gertrude Elion (1918-1999) e 
George Hitchings (1905-1998) 


e Molti agenti chemioterapici colpiscono enzimi delle vie 
biosintetiche dei nucleotidi 

Le cellule cancerose crescono più rapidamente 
F rispetto alle cellule dei tessuti normali e di con- 

seguenza le loro richieste di nucleotidi come pre- 
cursori per la sintesi di DNA e di RNA sono notevolmente 
superiori. Le cellule cancerose sono in genere più sensibi- 
li agli inibitori della biosintesi dei nucleotidi rispetto alle 
cellule normali. Sono ora noti molti agenti chemioterapi- 
ci, per il cancro e per altre malattie, capaci di inibire uno 
o più enzimi di queste vie. Esamineremo, come esempi, 
alcuni di questi composti per illustrare sia la loro attività 
nel trattamento del cancro, sia le informazioni che da essi 
sono derivate sul meccanismo d’azione dei loro enzimi ber- 
saglio. 

Nel primo gruppo che prenderemo in esame sono 
compresi composti che inibiscono le glutammina ammi- 
dotrasferasi. Si ricordi che la glutammina si comporta da 
donatore di azoto in almeno una decina di reazioni ap- 
partenenti alle biosintesi dei nucleotidi. I siti di legame 
per la glutammina e il meccanismo con cui viene stacca- 
to lo ione ammonio sono simili nella maggioranza di que- 
sti enzimi. Molti sono notevolmente inibiti da analoghi 
della glutammina come l’azaserina e l’acivicina (Figu- 
ra 22.51). azaserina, identificata da John Buchanan ne- 
gli anni ’50, è stata il primo esempio di inattivatore enzi- 
matico che sfrutta lo stesso meccanismo chimico dell’en- 
zima (detto inattivatore suicida o inattivatore basato sul 
meccanismo; vedi il Box 6.3 e pagina 218). L’acivicina sem- 
bra avere una buona efficacia contro le cellule cancerose. 
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Figura 22.51 Azaserina e acivicina, inibitori della glutammina 
ammidotrasferasi. Questi due analoghi della glutammina 
interferiscono con molte vie biosintetiche degli amminoacidi 

e dei nucleotidi. 


Altri bersagli di alcuni agenti farmacologici sono gli 
enzimi timidilato sintasi e diidrofolato reduttasi (Figura 
22.52). Questi enzimi rappresentano l’unica via cellulare 
per la produzione di timina. Il fluorouracile, un inibito- 
re che agisce sulla timidilato sintasi, è quindi un importan- 
te agente chemioterapico. Il fluorouracile di per sé non è 
un inibitore, ma nella cellula viene convertito dalla via di 
salvataggio nel deossinucleoside monofosfato FAUMPB che 
si lega all’enzima e lo inattiva. Il meccanismo d’azione del- 
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l’FAUMP (Figura 22.53) è un classico esempio di inattiva- 
zione che utilizza il meccanismo dell'enzima. Un altro im- 
portante agente chemioterapico è il metotrexato, un inibi- 
tore della diidrofolato reduttasi. Il metotrexato è un analo- 
go del folato e si comporta come un inibitore competitivo. 
Il legame del metotrexato all’enzima è circa 100 volte più 
forte di quello del tetraidrofolato. Anche l’amminopteri- 
na inibisce la diidrofolato reduttasi. 

Il potenziale medico degli inibitori della sintesi dei 
nucleotidi non è limitato al trattamento del cancro. Tut- 
te le cellule che crescono velocemente (come i batteri e i 
protisti) potenzialmente sono i bersagli per questi agen- 
ti. Il trimetoprim, un antibiotico sviluppato da Hitchings 
ed Elion, si lega alla diidrofolato reduttasi batterica con 
un’affinità circa 100 000 volte maggiore rispetto a quella 
dei mammiferi, e viene usato nel trattamento di alcune 
infezioni batteriche urinarie e dell’orecchio medio. I pro- 
tisti parassiti come i tripanosomi, che causano la malattia 
del sonno africana (la tripanosomiasi africana), sono privi 
della via di biosintesi de novo dei nucleotidi e sono parti- 
colarmente sensibili ad agenti che possano interferire con 
il recupero delle basi dall'ambiente circostante median- 
te le vie di salvataggio. L’allopurinolo (Figura 22.50) e un 
certo numero di analoghi delle purine si sono dimostrati 
efficaci nel trattamento della tripanosomiasi africana e 
di malattie correlate. Nel Box 6.3 è riportato un altro ap- 
proccio al trattamento della tripanosomiasi africana, reso 
possibile dalle nostre conoscenze sul metabolismo e sul 
meccanismo d’azione degli enzimi. 
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Figura 22.52 Y La sintesi del timidilato e il metabolismo del 
folato possono essere il bersaglio di agenti chemioterapici. 

(a) Durante la sintesi del timidilato, l'N°,N'°-metilentetraidrofolato 
viene convertito in 7,8-diidrofolato. L'N°,N'°-metilentetraidrofolato 
viene rigenerato in due tappe (vedi la Figura 22.47). Questo 

ciclo è il bersaglio principale di molti agenti chemioterapici. 

(b) Gli agenti chemioterapici fluorouracile e metotrexato. Nella 
cellula il fluorouracile viene trasformato in FAUMP che inattiva 

la timidilato sintasi. Il metotrexato è strutturalmente analogo 


al tetraidrofolato e inibisce la diidrofolato reduttasi. | gruppi 
amminico e metilico ombreggiati nella molecola del metotrexato 
sostituiscono rispettivamente un ossigeno carbonilico e un 

protone nella molecola del folato (vedi la Figura 22.47). Un altro 
importante analogo del folato è l'amminopterina, che è identica al 
metotrexato, ma è priva del gruppo metilico evidenziato nella figura. 
Il trimetoprim, un potente inibitore che si lega alla diidrofolato 
reduttasi batterica, è utilizzato come antibiotico. 
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Biosintesi e degradazione dei nucleotidi 

e Il sistema dell’anello purinico viene costruito tappa 
dopo tappa a partire dalla 5-fosforibosilammina. Gli 
amminoacidi glutammina, glicina e aspartato fornisco- 
no tutti gli atomi di azoto alle purine. Due tappe sepa- 
rate di chiusura dell'anello consentono la formazione 
del nucleo purinico. 
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Figura 22.53 X* MECCANISMO D'AZIONE Conversione del 
dUMP in dTMP e inibizione da parte dell’FAUMP. La parte a sinistra 
mostra il normale meccanismo di reazione della timidilato sintasi. Il 
gruppo sulfidrilico nucleofilico dell'enzima nella tappa © e gli atomi 
dell'anello del dUMP che partecipano alla reazione sono mostrati 

in rosso. Con :B si indica una catena laterale amminoacidica che si 
comporta da base per estrarre un protone dopo la tappa @. Gli atomi 
di idrogeno del gruppo metilenico dell'N°,N'°-metilentetraidrofolato 
sono ombreggiati in grigio. Lo spiazzamento 1,3 (tappa ©) sposta 
uno ione idruro (ombreggiato in rosa) dal C-6 del tetraidrofolato 

al gruppo metilico della timidina, determinando l'ossidazione del 
tetraidrofolato a diidrofolato. Lo spostamento dell'idruro viene 
bloccato quando l’FAUMP è il substrato (a destra). | passaggi © e@ 
procedono normalmente, ma producono un complesso stabile, con 
l'FAUMP legato covalentemente all'enzima e al tetraidrofolato, che 
inattiva l'enzima. & Thymidylate Synthase Mechanism 


e Le pirimidine sono sintetizzate dal carbamil fosfato e 
dall’aspartato. Al prodotto della reazione si lega il ri- 
bosio 5-fosfato e si forma un ribonucleotide pirimidi- 


nico. 


e Inucleosidi monofosfato sono convertiti nei loro cor- 
rispondenti trifosfati mediante reazioni enzimatiche 
di fosforilazione. I ribonucleotidi sono convertiti in 
deossiribonucleotidi per azione della ribonucleotide 
reduttasi, un enzima con un meccanismo d’azione e un 
sistema di regolazione piuttosto insoliti. I nucleotidi ti- 
midinici sono prodotti dal ACDP o dal dUMP. 

e Lacido urico e l’urea sono i prodotti finali della degrada- 
zione delle purine e delle pirimidine. 

e Le basi puriniche libere possono essere salvate e rein- 
serite in un nucleotide. Deficienze genetiche in alcuni 
enzimi delle vie di salvataggio possono determinare 
malattie molto gravi, come la sindrome di Lesch- 
Nyhan e la carenza di adenosina deamminasi. 

e La gotta, un’altra deficienza genetica, porta all’accu- 
mulo di cristalli di acido urico nelle giunture. 

e Gli enzimi delle vie biosintetiche dei nucleotidi sono 
i bersagli di agenti chemioterapici usati per trattare il 
cancro e altre forme patologiche. 
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fluorouracile 944 
fosfocreatina 927 
5-fosforibosil-1-pirofosfato 
(PRPP) 912 
glutammato sintasi 908 
glutammina 
ammidotrasferasi 910 
glutammina 

sintetasi 908 
glutatione (GSH) 927 
gruppo P_ 905 
inosinato (IMP) 934 
istamina 929 
leghemoglobina 908 
metotrexato 944 
noradrenalina 929 
nucleoside difosfato 
chinasi 937 
nucleoside monofosfato 


LS Ulteriori letture 


* Fissazione dell'azoto 


chinasi 936 
ornitina 
decarbossilasi 929 
porfiria 934 
porfirina 924 
ribonucleotide 
reduttasi 937 
serotonina 929 
simbionti 904 
sindrome di Lesch- 
Nyhan 942 
sintesi de novo 931 
sintesi di 
salvataggio 931 
spermidina 929 
spermina 929 
timidilato sintasi 940 
tioredossina 937 
triptofano sintasi 918 
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= Problemi 


1. 


Ta 


Consumo di ATP nei noduli delle radici delle legu- 
minose. I batteri che risiedono nei noduli delle radici 
delle piante di pisello consumano più del 20% dell'ATP 
totale prodotto dalla pianta. Sapete dire perché questi 
batteri consumano così tanto ATP? 

Glutammato deidrogenasi e sintesi proteica. Il 
batterio Methylophilus methylotrophus può sintetizza- 
re proteine da metanolo e ammoniaca. Per migliorare 
la produzione proteica, tramite le tecniche del DNA ri- 
combinante è stato introdotto in M. methylotrophus il 
gene di E. coli per la glutammato deidrogenasi. Perché 
questo tipo di manipolazione genetica aumenta la pro- 
duzione proteica? 

Meccanismo di reazione del PLP. Il piridossal fosfa- 
to può aiutare a catalizzare le trasformazioni dei fram- 
menti mono- e bicarboniosi rimossi dal carbonio a di 
un amminoacido. Penzima treonina sintasi (vedi la Fi- 
gura 22.17) promuove la conversione PLP-dipendente 
della fosfoomoserina in treonina. Suggerite un mecca- 
nismo della reazione. 

Conversione dell’aspartato in asparagina. Ci sono 
due vie per convertire l’aspartato in asparagina a spe- 
se dell'ATP. Molti batteri hanno un’asparagina sinteta- 
si che utilizza lo ione ammonio come donatore di azo- 
to. I mammiferi hanno un’asparagina sintetasi che uti- 
lizza glutammina come donatore di azoto. Visto che 
quest’ultima via richiede ATP aggiuntivo (per la sinte- 
si della glutammina), perché essa viene utilizzata dai 
mammiferi? 

Equazione della sintesi di aspartato da glucosio. 
Scrivete l’equazione della sintesi dell’amminoacido 
non essenziale aspartato da glucosio, anidride carbo- 
nica e ammoniaca. 

Inibitori dell’asparagina sintetasi nella terapia 
contro la leucemia. Lasparagina sintetasi dei mam- 
miferi è un’ammidotrasferasi dipendente dalla glutam- 
mina. Gli sforzi per identificare un inibitore dell’aspa- 
ragina sintetasi umana da utilizzare nella terapia con- 
tro la leucemia sono rivolti non verso il dominio am- 
minoterminale glutamminasico, ma verso il sito atti- 
vo sintetasico carbossiterminale. Spiegate perché il do- 
minio glutamminasico non è un buon bersaglio per un 
farmaco efficace. 

Difetto di fenilalanina idrossilasi e dieta. La tirosi- 
na non è di norma un amminoacido essenziale, ma gli 
individui con il difetto genetico di fenilalanina idros- 
silasi hanno bisogno di ricavare la tirosina dalla dieta. 
Potete spiegare perché? 

Cofattori nelle reazioni di trasferimento di unità 
monocarboniose. La maggior parte dei trasferimen- 
ti di unità monocarboniose è promossa da uno di que- 
sti tre cofattori: biotina, tetraidrofolato e S-adenosil- 
metionina (Capitolo 18). LS-adenosilmetionina viene 
usata come donatore del gruppo metilico nella maggior 
parte delle reazioni, in quanto il potenziale di trasferi- 
mento del gruppo metilico dell’N°-metiltetraidrofolato 
è quasi sempre troppo basso. Un esempio dell’utilizzo 
di N°-metiltetraidrofolato in una reazione di trasferi- 
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mento del gruppo metilico è la sintesi della metionina 
catalizzata dalla metionina sintasi (tappa © della Fi- 
gura 22.17); la metionina è poi il precursore dell’S-ade- 
nosilmetionina (vedi la Figura 18.18). Spiegate come il 
gruppo metilico dell’S-adenosilmetionina possa deri- 
vare dall’N°-metiltetraidrofolato, anche se il potenzia- 
le di trasferimento del gruppo metilico dell’N°-metil- 
tetraidrofolato è 1000 volte più basso di quello dell’S- 
adenosilmetionina. 


9. Regolazione concertata nella biosintesi degli am- 


minoacidi. La glutammina sintetasi di E. coli è modu- 
lata in modo indipendente da vari prodotti del metabo- 
lismo della glutammina (vedi la Figura 22.8). In questa 
inibizione concertata, l’inibizione dell'enzima è mag- 
giore della somma delle inibizioni separate dovute ai 
singoli inibitori. Per l’E. coli cresciuto in un mezzo ric- 
co di istidina, quale sarebbe il vantaggio dell’inibizio- 
ne concertata? 


10. Relazione tra deficienza di acido folico e ane- 


mia. La carenza di acido folico, la più comune 
carenza vitaminica nota, causa un tipo di anemia in cui 
la sintesi di emoglobina è alterata e gli eritrociti non 
maturano correttamente. Qual è la relazione metabo- 
lica tra carenza di acido folico e sintesi dell’emoglobi- 
na? 


11. Biosintesi dei nucleotidi in batteri auxotrofici per 


gli amminoacidi. Anche se le cellule normali di EF. coli 
sono capaci di sintetizzare tutti e 20 gli amminoacidi, 
alcuni mutanti, chiamati auxotrofi per gli amminoaci- 
di, non sono in grado di sintetizzare specifici amminoa- 
cidi e, per poter crescere, necessitano della presenza di 
quell’amminoacido nel terreno di coltura. Oltre al loro 
ruolo nella sintesi delle proteine, alcuni amminoacidi 
sono necessari anche per la sintesi di altri composti 
azotati della cellula. Prendiamo in considerazione tre 
auxotrofi per gli amminoacidi glicina, glutammina e 
aspartato. In ogni mutante, quali prodotti azotati, di- 
versi ovviamente dalle proteine, non potranno essere 
sintetizzati? 
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(b) Perché ’AICAR si accumula in presenza di sulfani- 
lammide? 

(c) Perché l’inibizione e l'accumulo vengono impediti 
dal p-amminobenzoato in eccesso? 


14.La via del carbonio nella biosintesi delle pirimi- 


dine. Qual è la localizzazione del !*C nella molecola 
dell’orotato presente in una cellula cresciuta in presen- 
za di una piccola quantità di succinato marcato unifor- 
memente con !5C? Spiegate la vostra risposta. 


15.I nucleotidi non sono buone fonti di energia. In 


condizioni di digiuno, la maggior parte degli organismi 
utilizza proteine e amminoacidi per produrre energia. 
La deamminazione degli amminoacidi genera scheletri 
carboniosi che possono entrare nella via glicolitica e nel 
ciclo dell’acido citrico per produrre energia sotto for- 
ma di ATP I nucleotidi, invece, non vengono degradati 
allo stesso modo per produrre energia. Quale osserva- 
zione suffraga questa conclusione? Perché i nucleotidi 
non sono buone fonti energetiche nei mammiferi? 


16. Trattamento della gotta. L’allopurinolo (vedi la Figu- 


ra 22.50), un inibitore della xantina ossidasi, viene usa- 
to per curare la gotta. Potete indicare quali sono le ba- 
si biochimiche di questo trattamento? I pazienti a cui 
viene somministrato allopurinolo sviluppano in alcu- 
ni casi calcoli renali a base di xantina, ma l’incidenza 
dei danni renali causati da questo processo è molto più 
bassa di quella della gotta non curata. Spiegate questa 
osservazione in base alle seguenti solubilità nelle uri- 
ne: acido urico, 0,15 g/L; xantina, 0,05 g/L; ipoxantina, 
1,4 g/L. 


17. Inibizione della sintesi dei nucleotidi per azione 


della azaserina. Il diazo composto O-(2-diazoacetil)- 
L-serina, noto con il nome di azaserina (vedi la Figura 
22.51), è un potente inibitore degli enzimi che trasfe- 
riscono ammoniaca dalle glutammina ammidotrasfe- 
rasi. Se cellule che stanno crescendo vengono trattate 
con azaserina, quali intermedi della biosintesi dei nu- 
cleotidi si potranno accumulare? Spiegate la vostra ri- 
sposta. 


12. Inibitori della biosintesi dei nucleotidi. Suggerite 
un meccanismo molecolare per l’inibizione (a) dell’ala- 
nina racemasi da parte della L-fluoroalanina e (b) della = Problema sull’analisi dei dati 
glutammina ammidotrasferasi da parte dell’azaserina. IlInî 
13.2 Meccanismo d’azione dei sulfamidici. Alcu- 18. Utilizzo delle moderne tecniche molecolari per de- 


ni batteri hanno bisogno dell’aggiunta di p-am- 
minobenzoato nel terreno di coltura. La crescita di 
questi batteri viene inibita dalla presenza di sulfani- 
lammide, uno dei primi farmaci antibatterici sulfami- 
dici. In presenza di questo composto i batteri accumu- 
lano nel terreno di coltura 5-amminoimidazolo-4-car- 
bossammide ribonucleotide (AICAR; vedi la Figura 
22.35). L'aggiunta di p-amminobenzoato in eccesso 
elimina entrambi gli effetti. 


o (0) 
/\_! 
o "| 


p-Amminobenzoato Sulfanilammide 


(a) Qual è il ruolo del p-amminobenzoato? (Suggeri- 
mento: vedi la Figura 18.16.) 


terminare la via di biosintesi di un nuovo ammi- 
noacido. Le vie biosintetiche descritte in questo capi- 
tolo sono state in gran parte individuate prima dello 
sviluppo della tecnologia del DNA ricombinante e del- 
la genomica, quindi le tecniche erano molto differenti 
da quelle oggi disponibili. Forniremo ora un esempio 
di come si possa far uso delle moderne tecniche mole- 
colari per studiare la via di sintesi di un nuovo ammi- 
noacido, il (25)-4-ammino-2-idrossibutirrato (AHBA). 
In questo testo la tecnologia qui descritta viene utiliz- 
zata in diverse occasioni. Il problema in questione è 
stato scelto per dimostrare che diverse tecniche pos- 
sono integrarsi in uno studio di ampio respiro. 

PAHBA è un y-amminoacido che entra a far parte del- 
la struttura degli antibiotici amminoglicosidici, tra cui 
la butirosina. Gli antibiotici modificati per aggiunta di 
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un residuo AHBA spesso sono più resistenti all’inat- 
tivazione da parte degli enzimi batterici responsabili 
della resistenza agli antibiotici. Quindi conoscere co- 
me viene sintetizzato l’AHBA e come si lega agli anti- 
biotici potrà essere utile per progettare nuovi farmaci. 
In un lavoro pubblicato nel 2005, Li e collaboratori 
hanno descritto come sono riusciti a identificare la via 
di biosintesi dell’AHBA dal glutammato. 


x 
NH3 OH 
0 lo) + 50 
To 1A Nus Te A 
(O) 07 (CE 
Glutammato AHBA 


(a) Descrivete brevemente le trasformazioni chimi- 
che che portano alla conversione del glutammato 
in AHBA. A questo punto, non bisogna preoccupar- 
si dell’ordine delle reazioni. 

Li e collaboratori hanno iniziato col clonare l’insieme 

dei geni che codificano gli enzimi per la sintesi della 

butirosina del Bacillus circulans, che produce grandi 
quantità dell’antibiotico, identificando cinque geni 
risultati essenziali: btrI, btrJ, btrK, btrO e btrV I ricer- 
catori clonarono questi geni in plasmidi di E. coli, che 
consentono di sovraesprimere i geni stessi, producen- 
do proteine con “etichette di istidina” legate alle ter- 
minazioni amminiche per facilitare la purificazione 

(vedi la Sezione 9.1). 

La sequenza amminoacidica prevista per la proteina 

Btr] ha mostrato una forte omologia con le proteine 

trasportatrici di acili (vedi la Figura 21.5). Utilizzando 

la spettrometria di massa, Li e collaboratori trovarono 

una massa molecolare per la proteina Btrl purificata di 

11 812 (compresa l’etichetta di istidina). Se la BtrI veni- 

va incubata con il coenzima A e con un enzima in grado 

di legare il CoA ad altre proteine trasportatrici di acili, 

la maggior parte delle specie molecolari aveva una M, 

pari a 12 153. 

(b) Sulla base di questi dati sperimentali, come è pos- 
sibile concludere che la proteina BrtI funge da tra- 
sportatore di acili e usa il CoA come gruppo pro- 
stetico? 

Utilizzando una terminologia standard, Li e collabora- 

tori denominarono la proteina priva di CoA apo-Brtl, 

e la forma col CoA legato (come nella Figura 21.5) olo- 

BtrI. Quando l’olo-BtrI fu incubato con glutammina, 

ATP e con la proteina Btr]J purificata, la specie olo-BtrI 

di M, 12 153 fu sostituita da una specie di M, 12 281, cor- 

rispondente al tioestere del glutammato e all’olo-BtrlI. 

Sulla base di questi dati, gli autori proposero la seguen- 
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te struttura per la specie con M, 12 281 (y-glutammil- 
S-Btrl): 


i 
i ni 
0 20 
We A 


vo 
Btrl 
y-Glutammil-S-BtrI 


(c) Quale altra struttura è compatibile (o quali altre 
strutture sono compatibili) con i dati riportati? 

(d) Li e collaboratori hanno affermato che la struttu- 
ra da loro proposta è molto probabilmente corretta 
perché il gruppo a-carbossilico deve comunque es- 
sere rimosso durante il processo di sintesi. Spiegate 
qual è il fondamento chimico di questa affermazio- 
ne. (Suggerimento: vedi la Figura 18.6, reazione C.) 

La proteina BtrK mostrò una significativa omologia con 

le amminoacido decarbossilasi PLP-dipendenti; inoltre 

si trovò che la BrtK isolata da E.coli conteneva PLP sal- 
damente legato. Quando il y-glutammil-S-BtrI fu incu- 
bato con la BtrK purificata, venne prodotta una specie 

molecolare di M, 12 240. 

(e) Qual è la struttura più probabile di questa specie? 

(9) Quando Li e collaboratori incubarono le proteine 
purificate BtrI, BtrJ e BtrK con glutammato e ATP, 
trovarono una specie molecolare di M, 12 370. Qual 
è la struttura più probabile di questa specie? Sugge- 
rimento: si ricordi che la BtrJ può utilizzare PATP 
per y-glutamminare gruppi nucleofilici. 

Li e collaboratori scoprirono che la proteina BtrO è 

omologa alle monoossigenasi (vedi il Box 21.1) che 

ossidrilano gli alcani, utilizzando ’FMN come cofat- 
tore, e che la BtrV è omologa a una NAD(P)H ossido- 

reduttasi. Altri due geni della via biosintetica, btrG e 

btrH, probabilmente codificano enzimi che rimuovo- 

no il gruppo y-glutammilico e legano ’AHBA all’an- 
tibiotico bersaglio. 

(g) Sulla base di questi dati, proponete una via metabo- 
lica plausibile per la sintesi dell’AHBA e per il suo 
legame all’antibiotico bersaglio. Indicate anche gli 
enzimi che catalizzano i singoli passaggi e ogni al- 
tro substrato o cofattore richiesto (ATB NAD, ecc.). 
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al Capitolo 13 al Capitolo 22 abbiamo discusso il me- 

tabolismo a livello della singola cellula, mettendo in 

risalto le principali vie metaboliche, comuni a quasi 
tutte le cellule di batteri, archea ed eucarioti. Abbiamo vi- 
sto come i processi metabolici all’interno delle cellule sia- 
no regolati, a livello delle reazioni catalizzate dai singoli 
enzimi, dalla disponibilità del substrato, dai meccanismi 
allosterici, dalla fosforilazione o da altre modificazioni co- 
valenti degli enzimi. 

Per valutare appieno il significato fisiologico di ogni 
via metabolica e della sua regolazione, dobbiamo consi- 
derare la via stessa nel contesto dell’intero organismo. Tra 
le caratteristiche essenziali degli organismi multicellula- 
ri troviamo il differenziamento cellulare e la divisione del 
lavoro. Oltre alle vie principali del metabolismo energeti- 
co presenti in tutte le cellule, i tessuti e gli organi degli or- 
ganismi complessi, come l’uomo, svolgono funzioni spe- 
cializzate, e di conseguenza hanno necessità nutriziona- 
li e sequenze metaboliche particolari. I segnali ormonali 
integrano e coordinano le attività metaboliche dei diversi 
tessuti e consentono la distribuzione di sostanze nutritive 
di precursori a ogni organo. 

In questo capitolo concentreremo la nostra attenzio- 
ne sui mammiferi e affronteremo il metabolismo specia- 
lizzato degli organi e dei tessuti principali e l'integrazione 
del metabolismo nell’organismo nel suo complesso. Ini- 
zieremo esaminando la grande varietà di ormoni esisten- 
ti, soffermandoci sui meccanismi metabolici tessuto-spe- 
cifici coinvolti e sulla loro regolazione. Discuteremo la di- 
stribuzione delle sostanze nutrienti ai vari tessuti e orga- 
ni - processo in cui il fegato ha una funzione centrale - e 
la cooperazione metabolica tra questi tessuti e organi. Per 
illustrare l’azione integrata degli ormoni analizzeremo le 
relazioni tra gli effetti metabolici di insulina, glucagone e 
adrenalina, ormoni coinvolti nella coordinazione del me- 
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tabolismo energetico di muscolo, fegato e tessuto adipo- 
so. I disturbi metabolici causati dal diabete dimostrano ul- 
teriormente l’importanza della regolazione ormonale del 
metabolismo. Infine, descriveremo i meccanismi di regola- 
zione ormonale a lungo termine della massa corporea e il 
ruolo dell'obesità nella sindrome metabolica e nel diabete. 


Gli ormoni: strutture diverse 
per funzioni diverse 


Gli ormoni sono piccole molecole, o proteine, prodotte in 
un tessuto, rilasciate in circolo e trasportate ad altri tes- 
suti dove, attraverso i recettori, provocano modificazioni 
nelle attività cellulari. Gli ormoni servono a coordinare le 
attività metaboliche di molti tessuti o organi. In pratica 
tutti i processi che avvengono negli organismi comples- 
si sono regolati da uno o più ormoni: la regolazione della 
pressione sanguigna, del volume del sangue e del bilancio 
elettrolitico; l’embriogenesi; il differenziamento sessuale, 
lo sviluppo e la riproduzione; la fame, il comportamento 
alimentare, la digestione e la distribuzione energetica, so- 
lo per nominarne alcuni. Esamineremo ora i metodi per 
identificare e misurare gli ormoni e le loro interazioni coni 
recettori, prendendo in considerazione alcuni esempi rap- 
presentativi dei vari tipi di ormoni. 

La coordinazione del metabolismo nei diversi orga- 
ni dei mammiferi avviene mediante il sistema neuroen- 
docrino. Le singole cellule in un tessuto percepiscono le 
modificazioni nell'ambiente che circonda l'organismo e 
rispondono secernendo un messaggero chimico extracel- 
lulare che passa a un’altra cellula nello stesso o in un al- 
tro tessuto, dove si lega a un recettore specifico e innesca 
una modificazione delle attività di questa seconda cellula. 
Questi messaggeri chimici possono trasferire le informa- 
zioni per distanze molto brevi o molto lunghe. Nella tra- 
smissione dei segnali neuronali (Figura 23.1a), il messag- 
gero chimico è un neurotrasmettitore (l’acetilcolina, per 
esempio) che può spostarsi solo per frazioni di microme- 
tro attraverso lo spazio sinaptico per raggiungere un’altra 
cellula. Nella segnalazione ormonale, i messaggeri - gli or- 
moni - sono trasportati dal sangue a organi o tessuti vici- 
ni o distanti e possono percorrere anche metri prima di 
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incontrare la loro cellula bersaglio (Figura 23.1b). A par- 
te questa differenza anatomica, questi due segnali chimi- 
ci trasmessi dal sistema nervoso o dal sistema endocrino 
utilizzano meccanismi simili, e talvolta la stessa moleco- 
la può agire sia da neurotrasmettitore sia da ormone. L’a- 
drenalina e la noradrenalina, per esempio, funzionano 
come neurotrasmettitori in alcune sinapsi del cervello e 
del muscolo liscio, e come ormoni nel controllo del meta- 
bolismo energetico del fegato e del muscolo. Nella nostra 
analisi dei sistemi di trasmissione dei segnali delle cellule 
porremo l’accento sull’azione degli ormoni e del sistema 
endocrino in genere, utilizzando le discussioni sul meta- 
bolismo delle sostanze nutrienti svolte nei capitoli prece- 
denti, ma i meccanismi di base che verranno ora affron- 
tati rappresentano in gran parte anche i meccanismi d’a- 
zione dei neurotrasmettitori. 


e Lascopertaela purificazione di un ormone richiedono 
la messa a punto di un dosaggio biologico 

Come viene identificato e purificato un ormone? Per pri- 
ma cosa bisogna scoprire in un tessuto un processo fisio- 
logico che dipende da un segnale che si è originato in un 
altro tessuto. L’insulina, per esempio, fu identificata per la 
prima volta come una sostanza prodotta nel pancreas ca- 
pace di modificare la concentrazione del glucosio nel san- 
gue e nell’urina (Box 23.1). Una volta scoperto il possibile 
effetto fisiologico dell'ormone, bisogna mettere a punto un 
sistema di dosaggio dell'ormone. Nel caso dell’insulina, il 


(a) Segnali neuronali 


Cellule 


Distanza 
di segnalazione 


© 978-88-08-26148-9 


dosaggio consisteva nell’iniettare estratti di pancreas (una 
fonte grezza di insulina) in animali da laboratorio carenti 
di insulina, e poi quantificare le modificazioni della con- 
centrazione di glucosio nel sangue e nell’urina. Per isola- 
re l'ormone, gli estratti che contengono la sostanza in que- 
stione devono essere frazionati con le stesse tecniche usate 
per purificare altre biomolecole (frazionamento con sol- 
venti, cromatografia, elettroforesi), e in ogni frazione ot- 
tenuta bisogna dosare l’attività ormonale. Una volta che la 
sostanza è stata purificata, si possono determinare la sua 
composizione chimica e la sua struttura. 

Questo protocollo per la caratterizzazione di un ormo- 
ne può apparire semplice, ma non è così. Gli ormoni sono 
così potenti che vengono prodotti in quantità estremamen- 
te piccole. Ottenere una quantità di ormone sufficiente per 
una caratterizzazione chimica richiede molto spesso quan- 
tità enormi di materiale di partenza. Quando Roger Guil- 
lemin e Andrew Schally purificarono, indipendentemen- 
te l'uno dall’altro, e caratterizzarono l'ormone che provoca 
il rilascio della tirotropina (TRH) dall’ipotalamo, il grup- 
po di Schally utilizzò 20 tonnellate di ipotalamo ottenute 
da circa due milioni di pecore, mentre il gruppo di Guil- 
lemin utilizzò l’ipotalamo di circa un milione di maiali. Il 
TRH dimostrò di essere un semplice derivato del tripepti- 
de Glu-His-Pro (Figura 23.2). Una volta stabilita la strut- 
tura dell’ormone, fu possibile sintetizzarlo chimicamente 
in grandi quantità per utilizzarlo in studi fisiologici e bio- 
chimici. Per il lavoro sugli ormoni dell’ipotalamo Schally e 
Guillemin ottennero il premio Nobel per la Fisiologia e la 
Medicina nel 1977, insieme a Rosalyn Yalow, che (con So- 
lomon A. Berson) sviluppò un metodo straordinariamen- 
te sensibile per la determinazione degli ormoni peptidici, 
il dosaggio radioimmunologico (RIA), e lo utilizzò per 
studiare l’azione degli ormoni. Il metodo RIA ha rivoluzio- 
nato la ricerca sull'azione degli ormoni, rendendo possibi- 
le una misura quantitativa rapida di queste sostanze pre- 
senti in piccolissime quantità. 


Neurotrasmettitori 


um 
Figura 23.1 Trasmissione del segnale a opera del 
Impulso Contrazione 4 Secrezione sistema neuroendocrino. (a) Nella trasmissione di segnali 
Dacmam nervoso neuronali, i segnali elettrici (impulsi nervosi) si originano 
(isa icadactini Po, reina nel corpo cellulare e vengono inviati molto rapidamente, 
4 Ke anche per lunghe distanze, fino alla terminazione di un 
Ormoni A assone, dove il neurotrasmettitore viene rilasciato e diffonde 


Flusso sanguigno, 


N 
4 È 
- CI bersaglio 
i /P 
Pancreas 
endocrino 4 è 


verso la cellula bersaglio. La cellula bersaglio, che può 
essere un altro neurone, un miocita o una cellula secretoria, 
dista dal sito di rilascio del neurotrasmettitore soltanto 

uno o pochi micrometri. (b) Nel sistema endocrino gli 
ormoni sono secreti nel flusso sanguigno, che li trasporta 
attraverso l'organismo fino ai tessuti bersaglio, che possono 
distare anche più di un metro dal punto di origine. Sia i 
neurotrasmettitori sia gli ormoni interagiscono attraverso 
specifici recettori presenti sulla superficie o all'interno delle 
cellule bersaglio, inducendo una risposta metabolica. 
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Box 23.1 | 


Milioni di persone con il diabete di tipo 1 si iniettano 
ogni giorno insulina pura per compensare il fatto che 
questo ormone essenziale non viene prodotto dalle loro 
cellule } del pancreas. Le iniezioni di insulina non rap- 
presentano una cura per il diabete, ma consentono al 
paziente, che altrimenti potrebbe morire in giovane età, 
di avere una vita lunga e produttiva. La scoperta dell’in- 
sulina, dovuta a un’osservazione casuale, è un esempio 
della combinazione tra un evento inatteso e fortuito e 
un'attenta sperimentazione grazie alla quale sono stati 
identificati molti degli ormoni a noi noti. 

Nel 1889 Oskar Minkowski, un giovane assistente presso 
il Medical College di Strasburgo, e Josef von Mering, che 
lavorava presso l’Istituto Hoppe-Seyler di Strasburgo, 
ebbero un amichevole diverbio sul fatto se il pancreas 
del cane, che era noto contenesse lipasi, fosse impor- 
tante nella digestione dei grassi. Per dirimere la que- 
stione, essi decisero di studiare la digestione dei grassi. 
Rimossero quindi chirurgicamente il pancreas da un 
cane, ma prima ancora di iniziare gli esperimenti sulla 
digestione dei grassi, Minkowski osservò che il cane pro- 
duceva ora molta più urina del normale (un sintomo 
comune del diabete non trattato). l'urina del cane con- 
teneva livelli di glucosio molto al di sopra della norma 
(un altro sintomo del diabete). Ciò fece supporre che 
la mancanza di qualche prodotto del pancreas potesse 
causare il diabete. 

Minkowski tentò senza successo di preparare un estratto 
pancreatico capace di annullare gli effetti della rimozione 
del pancreas (cioè di ridurre la produzione di urina o la 
quantità di glucosio nell’urina). Ora sappiamo che l’in- 
sulina è una proteina, e che il pancreas è molto ricco di 
proteasi (tripsina e chimotripsina) che sono rilasciate 
normalmente nell’intestino per favorire la digestione. 
Queste proteasi probabilmente degradavano l’insulina 
negli estratti di Minkowski. 

Nonostante gli innumerevoli tentativi, non ci fu nessun 
progresso nella purificazione del “fattore antidiabetico” 
fino al 1921, quando Frederick G. Banting, un giovane 
scienziato che lavorava nel laboratorio di J. |. R. MacLeod 
presso l’Università di Toronto, e lo studente Charles Best 
risolsero il problema. Numerose prove sperimentali 
indicavano che un gruppo di cellule specializzate del 
pancreas (le isole di Langherhans, vedi la Figura 23.26) 
potevano essere usate come fonte del fattore antidiabe- 
tico, che venne chiamato insulina (dalla parola latina 
insula, “isola”). 

Usando tutte le precauzioni per impedire la proteolisi, 
Banting e Best (in seguito aiutati dal biochimico ].B. 
Collip) riuscirono nel dicembre del 1921 a ottenere una 
preparazione di un estratto di pancreas purificato che 


Figura 1 Una bambina affetta da diabete di tipo 1 prima 
(a sinistra) e dopo (a destra) tre mesi di trattamento con una 
preparazione grezza di insulina. 
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Come si può scoprire un ormone? La difficile via di purificazione dell’insulina 


poteva curare i sintomi del diabete sperimentale nei 
cani. Il 25 gennaio 1922 (solo un mese dopo!) la loro pre- 
parazione di insulina fu iniettata a Leonard Thompson, 
un ragazzo di 14 anni con diabete mellito molto grave. 
Entro pochi giorni i livelli corporei chetonici e di gluco- 
sio nell’urina di Thompson diminuirono enormemente; 
l’estratto gli aveva salvato la vita. Sulla base di questo 
successo, sono state salvate anche numerose altre vite 
di bambini gravemente ammalati a cui sono state som- 
ministrate queste preparazioni grezze (Figura 1). Nel 
1923 Banting e MacLeod ottennero il premio Nobel per 
l'isolamento dell’insulina. Banting immediatamente 
annunciò che avrebbe diviso il suo premio con Best, 
mentre MacLeod divise il suo con Collip. 

Dal 1923 le aziende farmaceutiche hanno rifornito mi- 
gliaia di pazienti in tutto il mondo di insulina estratta 
dal pancreas di maiale. Con lo sviluppo delle tecniche 
di ingegneria genetica negli anni ’80 (Capitolo 9), è 
stato possibile produrre quantità illimitate di insulina 
umana trasferendo il gene clonato per l’insulina umana 
in un microrganismo che poteva poi essere coltivato 
su larga scala. In alcuni pazienti sono state impiantate 
pompe per l’insulina che rilasciano quantità di questo 
ormone regolabili in base alla domanda dell’organismo, 
per soddisfare le sue necessità dopo un pasto o durante 
uno sforzo muscolare. È probabile che in un prossimo 
futuro il trapianto di cellule pancreatiche possa fornire 
direttamente ai pazienti diabetici la quantità di insulina 
adeguata alle necessità e solo nel caso di un aumento di 
glucosio nel sangue. 
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Figura 23.2 Struttura dell'ormone che rilascia la tirotropina 
(THR). Dopo la sua purificazione molto difficoltosa da estratti di 
ipotalamo, si è stabilito che il THR è un derivato del tripeptide Glu- 
His-Pro. Il gruppo carbossilico della catena laterale del residuo di Glu 
amminoterminale forma un'ammide (legame in rosso) con il gruppo 
amminico a dello stesso residuo, producendo piroglutammato; il 
gruppo carbossilico del residuo di Pro carbossiterminale è convertito 
anch'esso in un'ammide (—NH; in rosso). Queste modificazioni 

sono comuni tra gli ormoni peptidici di piccole dimensioni. In una 
tipica proteina con M, di circa 50 000, la carica dei residui ammino- e 
carbossiterminali contribuisce molto poco alla carica complessiva 
della proteina, ma in un tripeptide queste cariche possono 
determinare le proprietà del peptide. La formazione di un'ammide 
annulla queste cariche. 


Gli anticorpi specifici per gli ormoni rappresentano la 
base del dosaggio radioimmunologico e della sua più mo- 
derna alternativa, il dosaggio con enzimi legati a immu- 
noassorbenti, o ELISA (vedi la Figura 5.26b). Pormone pu- 
rificato, iniettato in un coniglio o in un topo, induce la pro- 
duzione di anticorpi che possono legare l’ormone con altis- 
sima specificità e affinità. Questi anticorpi possono essere 
purificati e marcati con radioisotopi (per il RIA) o coniugati 
a un enzima che genera nella reazione che catalizza un pro- 
dotto costituito da una sostanza colorata (per ELISA). Gli 
anticorpi marcati vengono poi fatti interagire con estratti 
contenenti l'ormone. La frazione di anticorpo che si è legata 
all’ormone presente nell’estratto viene quindi quantificata 
tramite il rilevamento della quantità di radiazione emessa 
o utilizzando metodi fotometrici per quantificare il colo- 
re sviluppato. Grazie all’elevata affinità dell’anticorpo per 
l'ormone, questo tipo di dosaggio può essere reso sensibile 
a quantità di ormoni presenti nel campione nell’ordine di 
grandezza di picogrammi. 


e Gliormoniagiscono attraverso specifici recettori cellulari 
ad alta affinità 

Abbiamo visto nel Capitolo 12 che tutti gli ormoni agisco- 
no attraverso specifici recettori presenti nelle loro cellule 
bersaglio, che legano queste molecole di segnale con eleva- 
ta specificità e affinità. Ogni tipo di cellula ha la sua com- 
binazione di recettori ormonali, che definisce la sua capa- 
cità di rispondere a segnali extracellulari. Inoltre, due cel- 
lule con lo stesso tipo di recettore possono avere bersagli 
intracellulari diversi e quindi rispondere allo stesso segna- 
le in modo selettivo. La specificità di azione di un ormo- 
ne deriva dalla complementarità strutturale tra l'ormone 
e il suo recettore. Questa interazione è estremamente se- 
lettiva e così ormoni anche strutturalmente simili posso- 
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no indurre effetti diversi, se si legano a recettori differen- 
ti. Pelevata affinità di questa interazione consente alla cel- 
lula di rispondere a piccole variazioni nella concentrazio- 
ne dell’ormone. Nella progettazione di farmaci destinati a 
intervenire sulla regolazione ormonale, è essenziale cono- 
scere la specificità e l'affinità del farmaco rispetto a quel- 
la dell’ormone naturale. l'affinità di un ormone per il suo 
recettore può essere misurata e determinata con il meto- 
do di Scatchard (vedi il Box 12.1), che in condizioni fa- 
vorevoli permette di ottenere valori quantitativi dell’affi- 
nità (la costante di dissociazione del complesso) e del nu- 
mero di siti che legano l’ormone presenti in una prepara- 
zione di recettore. 

Gli effetti intracellulari dell'interazione ormone-recet- 
tore possono essere di almeno cinque tipi generali: (1) un 
secondo messaggero (come il CAMB il cGMP o l’inositolo 
trisfosfato) generato all’interno della cellula agisce da re- 
golatore allosterico di uno o più enzimi; (2) un recettore 
tirosina chinasico viene attivato dall’ormone extracellula- 
re; (3) una variazione del potenziale di membrana provo- 
ca l'apertura o la chiusura di un canale ionico controllato 
dall’ormone; (4) un recettore di adesione sulla superficie 
cellulare trasferisce l'informazione dalla matrice extracel- 
lulare al citoscheletro; (5) una molecola steroidea o simil- 
steroidea provoca una variazione del livello di espressione 
(trascrizione del DNA in mRNA) di uno o più geni, media- 
ta da un recettore ormonale nucleare (vedi la Figura 12.2). 

Gli ormoni amminici e peptidici solubili in acqua (per 
esempio, adrenalina e insulina) agiscono dall’esterno del- 
le loro cellule bersaglio legandosi ai loro recettori che at- 
traversano la membrana plasmatica (Figura 23.3). Dopo 
il legame dell’ormone al suo dominio extracellulare, il re- 
cettore va incontro a una modificazione conformazionale 
analoga a quella prodotta in un enzima allosterico dal le- 
game di una molecola effettrice. La modificazione confor- 
mazionale innesca gli altri effetti dell'ormone. 

Una singola molecola di ormone, formando un com- 
plesso ormone-recettore, attiva un catalizzatore che pro- 
duce molte molecole di un secondo messaggero; quindi il 
recettore serve sia come trasduttore di segnali sia come am- 
plificatore di segnali. Molti ormoni agiscono mediante una 
cascata di segnali, cioè una serie di tappe in ognuna delle 
quali viene attivato un catalizzatore; di conseguenza l’am- 
plificazione del segnale originale è molto elevata. Un esem- 
pio di queste cascate è la regolazione della sintesi e della 
demolizione del glicogeno da parte dell’adrenalina (vedi la 
Figura 12.7). Per ogni molecola di adrenalina che si lega al 
suo recettore viene attivata una molecola di adenilil cicla- 
si, la quale produce molte molecole di cAMP Questo secon- 
do messaggero a sua volta attiva la proteina chinasi CAMP- 
dipendente (la proteina chinasi A), che attiva la glicogeno 
fosforilasi b chinasi; quest’ultima a sua volta attiva la glico- 
geno fosforilasi b. Il risultato è un’amplificazione del segna- 
le: una molecola di adrenalina determina quindi la libera- 
zione di molte molecole di glucosio 1-fosfato dal glicogeno. 

Gli ormoni non solubili in acqua (steroidi, retinoidi e 
ormoni tiroidei) attraversano facilmente la membrana pla- 
smatica delle loro cellule bersaglio e raggiungono i loro re- 
cettori nel nucleo (Figura 23.3). Nel caso di questi ormoni 
è il complesso ormone-recettore che trasporta il messag- 
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Figura 23.3 Due meccanismi generali d'azione degli ormoni. 
Gli ormoni peptidici e gli ormoni amminici sono ad azione più rapida 
rispetto agli ormoni steroidei e tiroidei. 


gio; esso interagisce con il DNA e altera l’espressione di 
geni specifici, modificando i componenti enzimatici della 
cellula e quindi il suo metabolismo (vedi la Figura 12.30). 

Gli ormoni che agiscono mediante recettori presenti 
nella membrana plasmatica in genere innescano risposte 
biochimiche e fisiologiche molto rapide. Solo pochi secon- 
di dopo la secrezione nel sangue dell’adrenalina da parte 
della midollare surrenale, il muscolo scheletrico risponde 
accelerando la demolizione del glicogeno. Al contrario, gli 
ormoni tiroidei e gli ormoni sessuali (steroidei) determi- 
nano la risposta massima nei loro tessuti bersaglio soltan- 


M Tabella 23.1 Classi di ormoni 
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to dopo alcune ore o addirittura dopo giorni. Queste dif- 
ferenze nei tempi di risposta corrispondono ai diversi mo- 
di d’azione usati dai vari ormoni. In generale, gli ormoni 
ad azione rapida determinano la variazione dell’attività di 
uno o più enzimi preesistenti nella cellula, mediante mec- 
canismi allosterici o mediante la loro modificazione cova- 
lente. Gli ormoni a risposta lenta alterano invece l’espres- 
sione genica, incrementando o diminuendo la sintesi del- 
le proteine regolate. 


e Gliormonisono chimicamente diversi 

Vi sono diverse classi di ormoni nei mammiferi, distingui- 
bili in base alle loro strutture chimiche e ai loro mecca- 
nismi d’azione (Tabella 23.1). Gli ormoni peptidici, le ca- 
tecolammine e gli eicosanoidi agiscono dall’esterno della 
cellula bersaglio attraverso recettori posti sulla superficie 
cellulare. Gli steroidi, la vitamina D, i retinoidi e gli ormo- 
ni tiroidei entrano nella cellula e agiscono mediante recet- 
tori nucleari. Anche l’ossido di azoto (un gas) entra nella 
cellula, ma attiva un enzima citosolico, la guanilil ciclasi 
(vedi la Figura 12.20). 

Gli ormoni possono essere classificati anche in base al 
modo che essi utilizzano per passare dal punto di secrezio- 
ne al tessuto bersaglio. Gli ormoni endocrini (dal greco 
éndon, “all’interno”, e krinein, “secernere”) vengono secre- 
ti nel flusso sanguigno e trasportati alle cellule bersaglio 
attraverso tutto il corpo (per esempio, l’insulina e il gluca- 
gone). Gli ormoni paracrini vengono rilasciati nello spa- 
zio extracellulare da una cellula e diffondono verso cellule 
bersaglio vicine (per esempio, gli ormoni eicosanoidi). Gli 
ormoni autocrini vengono rilasciati da una cellula e pro- 
ducono il loro effetto sulla stessa cellula legandosi a recet- 
tori sulla sua superficie. 

I mammiferi non sono certamente gli unici ad avere 
sistemi ormonali di segnalazione. Gli insetti e i nemato- 
di hanno sistemi molto sviluppati di regolazione ormona- 
le, i cui meccanismi fondamentali sono simili a quelli dei 
mammiferi. Anche le piante usano segnali ormonali per 
coordinare le attività dei loro tessuti (vedi il Capitolo 12). 
Lo studio dell’azione degli ormoni nelle piante non è così 
avanzato come quello negli animali, ma sappiamo che al- 
cuni meccanismi sono condivisi. 

Per illustrare la diversità strutturale e lo spettro d’a- 
zione degli ormoni nei mammiferi, dobbiamo prendere in 


Tipo Esempio Via biosintetica Modo d’azione 
Peptidico Insulina, glucagone Processo proteolitico 
del proormone 
Catecolamminico Adrenalina Da tirosina Recettori sulla membrana plasmatica; secondi messaggeri 
Eicosanoide PGE; Da arachidonato 
(acido grasso 20:4) 
Steroideo Testosterone Da colesterolo 
Vitamina D 1a,25-diidrossivitamina D3 Da colesterolo . . : na 
son i so e, Recettori nucleari; regolazione della trascrizione 
Retinoide Acido retinoico Da vitamina A 
Tiroideo Triiodotironina (T3) Da Tyr nella tiroglobulina 


Ossido di azoto 


Ossido di azoto 


Da arginina + O) 


Recettore citosolico (guanilato ciclasi) e secondo 
messaggero (CGMP) 
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considerazione alcuni esempi di ognuna delle classi prin- 
cipali riportate nella Tabella 23.1. 


Ormoni peptidici Gli ormoni peptidici possono avere 
da 3 a più di 200 residui amminoacidici. Comprendono 
gli ormoni pancreatici insulina, glucagone e somatostati- 
na, l’ormone paratiroideo, la calcitonina e tutti gli ormo- 
ni dell’ipotalamo e dell’ipofisi (descritti in seguito). Que- 
sti ormoni sono sintetizzati sui ribosomi sotto forma di 
precursori proteici più grandi (proormoni), che vengono 
concentrati in vescicole di secrezione e trasformati nel- 
la forma attiva mediante scissione proteolitica. L’insuli- 
na è una piccola proteina (M, 5800) con due catene poli- 
peptidiche, dette A e B, unite da due ponti disolfuro. Essa 
viene sintetizzata nel pancreas sotto forma di precursore 
inattivo a catena singola, la preproinsulina (Figura 23.4), 
provvista di una “sequenza di segnale” amminoterminale 
che dirige il suo ingresso nelle vescicole di secrezione. (Le 
sequenze di segnale e le loro funzioni sono esaminate nel 
Capitolo 27; vedi la Figura 2738.) La rimozione proteoli- 
tica della sequenza segnale e la formazione di tre ponti 


Preproinsulina 


Sequenza 
di segnale 


Sequenza di segnale 
et 


Proinsulina 


Peptide C 


Insulina matura 


Catena B 


ta 
HgN A 


N 
ì Catena «i \ 
a: i 


Figura 23.4 Insulina. L'insulina matura viene prodotta da un 
precursore più grande, la preproinsulina, mediante una serie 

di modificazioni proteolitiche. La rimozione di 23 amminoacidi 
(la sequenza di segnale) dall'estremità amminoterminale della 


preproinsulina e la formazione di tre ponti disolfuro generano 
la proinsulina. Ulteriori tagli proteolitici rimuovono il peptide C, 
producendo l'insulina matura, composta dalle catene A e B. La 
sequenza amminoacidica dell'insulina bovina è mostrata nella 
Figura 3.24. 
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disolfuro producono la proinsulina, che viene conserva- 
ta nei granuli di secrezione (vescicole membranose con- 
tenenti proteine sintetizzate nel reticolo endoplasmati- 
co) delle cellule } del pancreas. Quando un'elevata con- 
centrazione di glucosio nel sangue stimola la secrezione 
di insulina, la proinsulina viene convertita nell’ormone 
attivo da proteasi specifiche, che rompono due legami 
peptidici e generano la molecola dell’insulina matura e il 
peptide C; entrambi i frammenti sono però rilasciati nel 
sangue per esocitosi. 

In alcuni casi i proormoni sono convertiti in un unico 
tipo di ormone peptidico attivo, ma spesso da una moleco- 
la di precursore si possono ottenere diversi tipi di ormone 
attivo. La prooppiomelanocortina (POMC) è un esempio 
dei molti ormoni codificati da un unico gene. Il gene del- 
la POMC codifica un polipeptide molto grande, che viene 
poi tagliato in almeno nove peptidi biologicamente attivi 
(Figura 23.5). I residui terminali degli ormoni peptidici so- 
no spesso modificati, come nel TRH (vedi la Figura 23.2). 

La concentrazione di ormoni peptidici nei granuli di 
secrezione è così elevata che queste proteine si vengono a 
trovare quasi allo stato cristallino; quando il contenuto dei 
granuli viene rilasciato per esocitosi, viene liberata pres- 
soché istantaneamente una grande quantità di ormone. I 
capillari che irrorano la ghiandola endocrina sono “fine- 
strati” (sono cioè meno compatti dei capillari normali es- 
sendo costellati di buchi molto piccoli, chiamati appun- 
to “finestre”) e quindi più permeabili ai peptidi, per cui 
le molecole di ormone secreto passano rapidamente nel 
flusso sanguigno per essere trasportate alle cellule ber- 


Gene della prooppiomelanocortina (POMC) 


DNA 


1, NF I | 1 DI } coo- 
Peptide I I | 
di segnale 
l Jess) LI] 
y-MSH ACTH p-Lipotropina 
; ; 


a-MSH CLIP y-Lipotropina B-Endorfina 


B-MSH Met-encefalina 


Figura 23.5 Modificazioni proteolitiche che avvengono sul 
precursore prooppiomelanocortina (POMC). Il prodotto iniziale 
del gene della POMC è un lungo polipeptide che va incontro a 
rotture proteolitiche operate da una serie di specifiche proteasi che 
alla fine producono ACTH, f}- e y-lipotropina, a-, f- e y-MSH (l'ormone 
che stimola i melanociti, o melanocortina), CLIP (peptide intermedio 
corticotropina-simile), f-endorfina e Met-encefalina. | punti di 
rottura sono indicati da doppiette di residui basici: Arg-Lys, Lys-Arg 

o Lys-Lys. 
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saglio. Come abbiamo già visto, tutti gli ormoni peptidici 
agiscono dall'esterno delle cellule bersaglio attraverso re- 
cettori posti sulla superficie di queste cellule. Essi deter- 
minano la produzione di un secondo messaggero nel cito- 
sol, con la conseguente modificazione dell’attività di alcu- 
ni enzimi intracellulari, che va ad alterare il quadro meta- 
bolico della cellula. 


Ormoni catecolamminici Gli ormoni idrosolubili adre- 
nalina e noradrenalina prendono il nome di catecolam- 
mine, in quanto sono strutturalmente correlati al cate- 
colo. 

Le catecolammine sono sintetizzate a partire dalla ti- 
rosina (vedi la Figura 22.31). 


Tirosina + L-Dopa + Dopamina + 
Noradrenalina + Adrenalina 


Le catecolammine prodotte nel cervello e negli altri tes- 
suti nervosi hanno funzioni di neurotrasmettitori, ma l’a- 
drenalina e la noradrenalina sintetizzate e secrete dalla 
ghiandola surrenale si comportano come ormoni. Come 
gli ormoni peptidici, le catecolammine sono immagazzina- 
te in alte concentrazioni in vescicole di secrezione e sono 
rilasciate per esocitosi. Esse agiscono attraverso recettori 
di superficie, producendo secondi messaggeri e median- 
do varie risposte fisiologiche a stress (vedi la Tabella 23.6). 


Ormoni eicosanoidi Gli ormoni eicosanoidi (prosta- 
glandine, trombossani e leucotrieni) derivano dall’aci- 
do arachidonico, un acido grasso poliinsaturo a 20 ato- 
mi di carbonio. 


Fosfolipidi 


I 


Arachidonato 
(20:4) 


Prostaglandine Trombossani Leucotrieni 


A differenza degli ormoni appena descritti, gli eicosanoidi 
non sono sintetizzati in anticipo e poi conservati, ma sono 
prodotti solo quando sono necessari a partire dall’arachi- 
donato che viene rilasciato dai fosfolipidi di membrana a 
opera della fosfolipasi A-. Gli enzimi della via metabolica 
che porta alla formazione di prostaglandine e trombossani 
sono largamente distribuiti in tutti i tessuti di mammifero: 
la maggior parte delle cellule può produrre questi segnali, 
e le cellule di molti tessuti rispondono attraverso recetto- 
ri specifici localizzati nella membrana plasmatica. Gli ei- 
cosanoidi sono ormoni paracrini, che vengono secreti nel 
fluido interstiziale all’esterno della cellula (e non nel san- 
gue) e agiscono sulle cellule vicine. 

Le prostaglandine favoriscono la contrazione del 

muscolo liscio, compreso quello dell’intestino e 

dell’utero (e possono quindi essere usate come 
farmaci per indurre le contrazioni del travaglio). Esse me- 
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diano anche il dolore e l'infiammazione in tutti i tessuti. 
Molti farmaci antinfiammatori agiscono inibendo tappe 
enzimatiche della via di biosintesi delle prostaglandine 
(vedi la Figura 21.15). I trombossani regolano la funzio- 
ne delle piastrine e quindi la coagulazione del sangue (ve- 
di la Figura 6.39). I leucotrieni LTC4 e LTDy agiscono me- 
diante recettori posti sulla membrana plasmatica e stimo- 
lano la contrazione del muscolo liscio nell’intestino, nel- 
le vie aeree polmonari e nella trachea. Essi sono anche i 
mediatori dell’anafilassi, dovuta a una eccessiva risposta 
immunitaria, che può causare costrizione delle vie aeree, 
alterazione del battito cardiaco, shock e talvolta anche la 
morte. © 


Ormoni steroidei Gli ormoni steroidei (gli ormoni della 
corteccia surrenale e gli ormoni sessuali) sono sintetizzati 
a partire dal colesterolo in diversi tessuti endocrini e ven- 
gono trasportati ai loro tessuti bersaglio attraverso il flus- 
so sanguigno legati a proteine trasportatrici. 


Colesterolo 


| 


Progesterone 


el è 


Cortisolo Testosterone 
(glucocorticoide) | 


Aldosterone 
(mineralcorticoide) 
Estradiolo 
(ormoni sessuali) 


Nella corteccia surrenale sono prodotti più di 50 ormoni 
corticosteroidei mediante reazioni che rimuovono la cate- 
na laterale dall’anello D del colesterolo e inseriscono nella 
molecola atomi di ossigeno per formare gruppi chetonici 
oppure ossidrilici. Molte di queste reazioni coinvolgono 
gli enzimi citocromo P-450 (vedi il Box 21.1). In genera- 
le gli ormoni steroidei si possono dividere in due classi. I 
glucocorticoidi (come il cortisolo) agiscono di preferenza 
sul metabolismo dei carboidrati; i mineralcorticoidi (co- 
me l’aldosterone) regolano la concentrazione di elettroli- 
ti (K*, Na*, Ca?*, CY) nel sangue. Gli androgeni (come il 
testosterone) e gli estrogeni (come l’estradiolo; vedi la Fi- 
gura 10.19) sono sintetizzati rispettivamente nei testico- 
li e nelle ovaie. Essi controllano lo sviluppo, il comporta- 
mento sessuale e varie altre funzioni, più o meno legate 
alla riproduzione. Alla loro sintesi partecipano gli enzimi 
citocromo P-450, che rimuovono la catena laterale del co- 
lesterolo e introducono atomi di ossigeno. 

Tutti gli ormoni steroidei agiscono tramite recettori 
nucleari e modificano l’espressione di geni specifici (ve- 
di la Figura 12.30). Si è osservato che gli ormoni steroi- 
dei sono in grado di produrre anche effetti più rapidi at- 
traverso recettori localizzati sulla membrana plasmatica. 


Ormone derivato dalla vitamina D Il calcitriolo 
(1a,25-diidrossicolecalciferolo) è prodotto a partire dalla 
vitamina D da enzimi ossidrilanti presenti nel fegato e nei 
reni (vedi la Figura 10.20a). La vitamina D viene ricavata 
dalla dieta o per fotolisi del 7-deidrocolesterolo nella pel- 
le esposta alla luce del sole. 
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7-Deidrocolesterolo 


luce UV 


Vitamina D; 
(colecalciferolo) 


v 


25-Idrossicolecalciferolo 


+ 


1a,25-Diidrossicolecalciferolo 


Il calcitriolo lavora di concerto con l'ormone pa- 
F ratiroideo nell’omeostasi del calcio, regolando la 
concentrazione del Ca°* nel sangue e l’equilibrio 
tra la deposizione di calcio e la sua mobilizzazione dalle 
ossa. Mediante l’interazione con recettori nucleari, il cal- 
citriolo attiva la sintesi di una proteina che lega il calcio 
nell’intestino, essenziale per il recupero del Ca?* presente 
nella dieta. Un apporto inadeguato di vitamina D nella die- 
ta o un difetto nella sintesi del calcitriolo portano a malat- 
tie piuttosto gravi come il rachitismo, in cui le ossa sono 
deboli e malformate (vedi la Figura 10.20b). O 


Ormoni retinoidi Iretinoidi sono ormoni potenti che re- 
golano la crescita delle cellule, la sopravvivenza e il diffe- 
renziamento attraverso recettori nucleari. Il proormone 
retinolo viene sintetizzato dal f-carotene soprattutto nel 
fegato (vedi la Figura 10.21), mentre molti tessuti conver- 
tono il retinolo nell’ormone acido retinoico (AR). 


p-Carotene 


Î 


Vitamina A; 
(retinolo) 


v 


Acido retinoico 


Tutti i tessuti sono bersagli dei retinoidi e tutte le 

cellule hanno almeno un recettore nucleare per 

questo tipo di ormoni. Nell’adulto, i principali 
bersagli sono la cornea, la pelle, gli epiteli dei polmoni e 
della trachea e il sistema immunitario, tutti distretti in cui 
avviene un continuo rinnovamento cellulare. L'acido reti- 
noico regola la sintesi di proteine essenziali per la crescita 
e il differenziamento. Un eccesso di vitamina A (il precur- 
sore degli ormoni retinoidi) può causare difetti nel nasci- 
turo, pertanto le donne in gravidanza non devono usare 
creme ai retinoidi, che sono state sviluppate per il tratta- 
mento dell’acne grave. O 


Ormoni tiroidei Gli ormoni tiroidei Ty (tiroxina) e T3 
(triiodotironina) sono sintetizzati nella tiroide a partire 
dal precursore proteico tiroglobulina (M, 660 000). Fino a 
20 residui di Tyr della proteina sono iodinati enzimatica- 
mente nella tiroide, in seguito due residui di iodotirosina 
condensano per formare il precursore della tiroxina. Un 
processo proteolitico libera poi la tiroxina ogni volta che 
è necessaria. La condensazione di un residuo di monoio- 
dotirosina con uno di diiodotirosina forma invece l’ormo- 
ne T;, che viene rilasciato anch’esso nella forma attiva per 
proteolisi. 
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Tiroglobulina-Tyr 


Tiroglobulina-Tyr-I 
(residui Tyr iodinati) 


| proteolisi 
Tiroxina (T,), 
triiodotironina (T) 
Gli ormoni tirodei stimolano il metabolismo che pro- 
duce energia, in particolare nel fegato e nel muscolo, atti- 


vando, attraverso recettori nucleari, l’espressione di geni 
che codificano enzimi catabolici chiave. 


Ossido di azoto (NO°) Lossido di azoto è un radicale libe- 
ro relativamente stabile sintetizzato a partire dall’ossigeno 
molecolare e dall’azoto guanidinico dell’arginina (vedi la 
Figura 22.33) in una reazione catalizzata dalla NO sintasi. 


Arginina + HNADPH +20, —> 
NO' + citrullina + 2H,0 + HNADP* 


Questo enzima è presente in molti tessuti e in diversi tipi 
di cellule: neuroni, macrofagi, epatociti, cellule del musco- 
lo liscio, cellule epiteliali dei vasi sanguigni e cellule epite- 
liali del rene. L’NO agisce vicino ai suoi punti di sintesi e di 
rilascio, entrando nelle cellule bersaglio e attivando l’en- 
zima citosolico guanilil ciclasi, che catalizza la formazio- 
ne del secondo messaggero cGMP (vedi la Figura 12.20). 
Una proteina chinasi dipendente dal cCGMP media gli ef- 
fetti dell’NO attraverso la fosforilazione e la modificazione 
dell’attività di proteine chiave. Per esempio, la fosforilazio- 
ne di proteine contrattili della muscolatura liscia che cir- 
conda i vasi sanguigni induce il rilassamento del muscolo, 
riducendo quindi la pressione sanguigna. 


e  Ilrilascio degli ormoni è regolato da una gerarchia 

di segnali ormonali e nervosi 
Modificando i livelli di specifici ormoni si regolano proces- 
si cellulari specifici, ma che cosa regola i livelli degli ormo- 
ni? Una risposta semplice potrebbe essere che il sistema 
nervoso centrale riceve segnali da molti sensori interni ed 
esterni - per esempio, segnali di pericolo, fame, necessità 
di cibo, composizione e pressione del sangue - e orchestra 
la produzione di appropriati segnali ormonali da parte dei 
diversi tessuti endocrini del corpo. Per avere una risposta 
più completa dobbiamo considerare i principali sistemi di 
produzione degli ormoni del corpo umano e alcune loro 
interconnessioni. 

La Figura 23.6 mostra la localizzazione anatomica delle 
principali ghiandole endocrine nell’uomo, mentre la Figu- 
ra 23.7 illustra la “catena di comando” nel processo gerar- 
chico di segnalazione ormonale. L’ipotalamo, una picco- 
la regione del cervello (Figura 23.8), è il centro di coordi- 
nazione del sistema endocrino; esso riceve e integra mes- 
saggi provenienti dal sistema nervoso centrale. In risposta 
a questi messaggi l’ipotalamo produce ormoni regolatori 
(fattori di rilascio), che passano direttamente all’ipofisi an- 
teriore attraverso speciali vasi sanguigni o attraverso i neu- 
roni che collegano le due ghiandole (Figura 23.8b). L’ipofi- 
si, o ghiandola pituitaria, è costituita da due parti funzio- 
nalmente distinte. L’ipofisi posteriore contiene le termi- 
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Figura 23.6 Le principali ghiandole endocrine. Le ghiandole 
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nazioni assoniche di molti neuroni il cui corpo cellulare è 
nell’ipotalamo. Questi neuroni producono i piccoli ormo- 
ni peptidici ossitocina e vasopressina (Figura 23.9), che si 
muovono lungo l’assone per raggiungere le terminazioni 
nervose nell’ipofisi, dove sono conservati in granuli di se- 
crezione in attesa di un segnale per il loro rilascio. 

L’ipofisi anteriore risponde agli ormoni ipotalamici tra- 
sportati dal sangue producendo ormoni tropici o tropine 
(dal greco tropos, “giro”). Questi peptidi relativamente lun- 
ghi attivano a loro volta un altro gruppo di ghiandole endo- 
crine (Figura 23.7) che comprende le ghiandole surrenali, la 
tiroide, le ovaie e i testicoli. Queste ghiandole sono stimola- 
te a secernere specifici ormoni, che vengono poi portati dal 
sangue ai tessuti bersaglio. Per esempio, l'ormone che rila- 
scia la corticotropina dall’ipotalamo stimola l’ipofisi ante- 
riore a rilasciare ACTH, il quale stimola la zona fascicolata 
della corteccia surrenale e innesca il rilascio di cortisolo. Il 
cortisolo, l’ultimo ormone di questa cascata, agisce attra- 
verso i suoi recettori su molti tipi di cellule alterando il loro 
metabolismo. Negli epatociti una delle azioni del cortisolo 
è l'aumento della velocità della gluconeogenesi. 

Le cascate ormonali come quelle responsabili del rila- 
scio di cortisolo e di adrenalina generano una grande am- 
plificazione del segnale iniziale e consentono una regola- 
zione molto fine della secrezione dell’ormone finale (Fi- 
gura 23.10). A ogni livello della cascata, un piccolo segna- 
le innesca una risposta più grande. Per esempio, il segnale 
elettrico iniziale verso l’ipotalamo determina il rilascio di 


sono in rosa. pochi nanogrammi dell'ormone che rilascia la corticotro- 
Figura 23.7 |principali sistemi endocrini e i loro tessuti 
bersaglio. | segnali che hanno origine nel sistema nervoso 
bien ia CIS (in aa) Passdna sutavana una serie di tappe le 
fino ai tessuti bersaglio finali (in basso). Oltre ai sistemi mostrati, 
anche il timo, la ghiandola pineale e gruppi di cellule del tratto 
gastrointestinale sono in grado di secernere ormoni. Le linee 
Origine tratteggiate rappresentano le connessioni neuronali. 
dei segnali 
neuroendocrini 
Ormoni ipotalamici a Ai Sig 
(fattori di rilascio) eo 
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Ipotalamo 


Ipofisi 
anteriore 


Ipofisi 
posteriore 


(a) 


Figura 23.8 Origini neuroendocrine dei segnali ormonali. 

(a) Localizzazione dell'ipotalamo e dell'ipofisi. (b) Dettagli del sistema 
ipotalamo-ipofisario. | segnali dei neuroni di connessione stimolano 
l'ipotalamo a secernere fattori di rilascio in un vaso sanguigno che 
trasporta gli ormoni direttamente al reticolo di capillari dell'ipofisi 
anteriore. In risposta a ciascun fattore di rilascio ipotalamico, l'ipofisi 
anteriore rilascia lo specifico ormone nel circolo generale. Gli 
ormoni dell'ipofisi posteriore vengono sintetizzati in neuroni che 
risiedono nell’ipotalamo, per essere poi trasportati lungo l'assone 
alle terminazioni nervose nell'ipofisi posteriore, dove vengono 
conservati, fino a che non vengono rilasciati nel sangue in risposta a 
un segnale neuronale. 


po 


Ossitocina umana Vasopressina umana 


(ormone antidiuretico) 


Figura 23.9 Due ormoni dell’ipofisi posteriore. Il residuo 
carbossiterminale di questi peptidi è la glicinammide, 
—NH—CH,—CONH;; come abbiamo visto nella Figura 23.2, 
l'ammidazione del gruppo carbossilico terminale è comune negli 
ormoni peptidici di piccole dimensioni. Questi due ormoni, che si 
distinguono solo per due residui (ombreggiati in rosa), hanno effetti 
biologici molto diversi. L'ossitocina agisce sui muscoli lisci dell'utero 
e della ghiandola mammaria, promuovendo le contrazioni uterine 
durante il travaglio e il rilascio del latte durante la lattazione. La 
vasopressina (chiamata anche ormone antidiuretico) aumenta il 
riassorbimento dell'acqua nel rene e induce la costrizione dei vasi 
sanguigni, innalzando la pressione sanguigna. 
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pina, che a sua volta innesca il rilascio di microgrammi di 
corticotropina. Quest'ultimo ormone agisce sulla corteccia 
surrenale e determina il rilascio di milligrammi di cortisolo, 
con un’amplificazione totale di almeno un milione di volte. 

A ogni tappa di una cascata ormonale, una di quelle 
precedenti può andare incontro a inibizione retroattiva; 
una quantità elevata ma non necessaria dell'ormone fina- 
le o di un ormone intermedio può inibire il rilascio degli 
ormoni delle tappe precedenti a partire dall’ipotalamo o 
dall’ipofisi. Questi meccanismi a feedback raggiungono lo 
stesso fine dei meccanismi allosterici che limitano il flus- 
so delle vie biosintetiche (si confronti la Figura 23.10 con 
la Figura 22.37): un prodotto viene sintetizzato (o rilascia- 
to) solo fino a che non viene raggiunta la concentrazione 
necessaria alla cellula. 


SOMMARIO 23.1 
Gli ormoni: strutture diverse per funzioni 
diverse 

e Gli ormoni sono messaggeri chimici secreti da alcuni 
tessuti nel sangue o nel liquido interstiziale e servono a 
regolare l’attività di altre cellule o tessuti. 

e I dosaggi radioimmunologici (RIA) e i dosaggi ELISA 
sono due tecniche molto sensibili utilizzate per identi- 
ficare e quantificare gli ormoni. 

* Gli ormoni peptidici, le catecolammine e gli eicosanoi- 
di si legano a specifici recettori localizzati sulla mem- 
brana cellulare delle loro cellule bersaglio, modifican- 
do i livelli di secondi messaggeri intracellulari senza 
entrare all’interno della cellula. 
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Figura 23.10 Cascata di rilascio di ormoni in seguito all'arrivo di 
un segnale del sistema nervoso centrale all’ipotalamo. Le frecce 
nere continue indicano la produzione e il rilascio dell'ormone; le 
frecce nere tratteggiate indicano l'azione dell'ormone sui suoi tessuti 
bersaglio. In ogni tessuto endocrino lungo la via, viene ricevuto e 
amplificato lo stimolo prodotto a livello precedente, determinando 

il rilascio dell'ormone successivo nella cascata. La cascata è sensibile 
a regolazione a diversi livelli mediante retroinibizione (frecce sottili 
tratteggiate) da parte dell'ormone finale (in questo caso il cortisolo). 
Il prodotto controlla quindi la sua stessa produzione, analogamente a 
quanto accade nell'inibizione delle vie biosintetiche all'interno di una 
singola cellula. 


e Gli steroidi, la vitamina D, gli ormoni retinoidi e tiroi- 
dei entrano nella cellula bersaglio e modificano l’e- 
spressione genica interagendo con specifici recettori 
nucleari. 

e Alcuni ormoni sono sintetizzati come proormoni e in 
seguito attivati mediante scissione enzimatica. In alcu- 
ni casi, come per esempio per l’insulina, i tagli proteo- 
litici producono un singolo ormone; in altri casi, come 
per POMC, dalla scissione di un singolo proormone 
vengono prodotti diversi tipi di ormoni. 

e Gli ormoni sono regolati da una gerarchia di intera- 
zioni tra il cervello e le ghiandole endocrine: gli im- 
pulsi nervosi stimolano l’ipotalamo a secernere e 
inviare specifici ormoni all’ipofisi stimolando (o ini- 
bendo) il rilascio di ormoni tropici. Gli ormoni dell’i- 
pofisi anteriore stimolano altre ghiandole endocrine 
(tiroide, surrene, pancreas) a secernere i loro ormoni 
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caratteristici, che a loro volta agiscono su specifici tes- 
suti bersaglio. 

e Le cascate ormonali, in cui catalizzatori attivano cataliz- 
zatori, amplificano lo stimolo iniziale di molti ordini di 


grandezza, spesso anche in tempi molto brevi (secondi). 


Metabolismi tessuto-specifici: 
la divisione del lavoro 


Ogni tessuto del corpo umano ha una sua funzione specifi- 
ca, che dipende dalla sua anatomia e dalla sua attività me- 
tabolica (Figura 23.11). Il muscolo scheletrico, per esem- 
pio, consente il movimento; il tessuto adiposo conserva e 
distribuisce energia sotto forma di grassi, che servono poi 
come combustibile in tutto il corpo, ma anche da isolante 
termico; nel cervello, le cellule producono segnali elettrici 
pompando ioni attraverso le membrane cellulari. Il fegato 
ha una funzione fondamentale nel metabolismo in quanto 
rifornisce attraverso il flusso sanguigno tutti gli altri organi 
e tessuti di un’appropriata miscela di sostanze nutrienti. 
La centralità funzionale del fegato è anche indicata dal fat- 
to che di solito gli altri organi sono definiti “extraepatici”. 
Inizieremo ora la nostra analisi della divisione del lavoro 
metabolico riconsiderando le trasformazioni a cui vanno 
incontro carboidrati, amminoacidi e grassi nel fegato dei 
mammiferi. Seguirà una breve descrizione delle principa- 
li funzioni metaboliche del tessuto adiposo, del muscolo, 
del cervello e del mezzo che li collega tutti, cioè il sangue. 


e  Ilfegato modifica e distribuisce le sostanze nutrienti 

Nei mammiferi durante la digestione, le tre classi principa- 
li di sostanze nutritive (carboidrati, lipidi e proteine) van- 
no incontro a idrolisi enzimatica, con liberazione delle lo- 
ro subunità monomeriche. Questa demolizione è necessa- 
ria in quanto le cellule epiteliali che rivestono l’intestino 
possono assorbire soltanto molecole relativamente picco- 
le. Molti degli acidi grassi e dei monoacilgliceroli prodotti 
dalla digestione intestinale sono riconvertiti in triacilgli- 
ceroli (TAG) all’interno delle cellule epiteliali. 

Dopo essere stati assorbiti, quasi tutti gli zuccheri e gli 
amminoacidi, e solo una piccola parte dei triacilgliceroli, 
passano nel sangue e vengono assunti dagli epatociti del 
fegato; la parte restante dei triacilgliceroli entra invece nel 
sistema linfatico e poi negli adipociti. La vena porta (Figu- 
ra 23.11) è la via di trasporto principale che collega gli or- 
gani preposti alla digestione con il fegato, l'organo che per 
primo ha accesso alle sostanze nutrienti ingerite. Il fegato 
è costituito da due tipi di cellule: le cellule di Kupffer, fago- 
citi importanti per la funzione immunitaria, e gli epatoci- 
ti. Questi ultimi trasformano le sostanze nutrienti ottenu- 
te dalla dieta in composti che possono generare energia e 
in precursori necessari agli altri tessuti e li inviano alla loro 
destinazione finale attraverso il flusso sanguigno. I tipi e le 
quantità di sostanze nutrienti prodotte dal fegato variano 
in base a diversi fattori, tra cui la composizione della die- 
ta e l’intervallo di tempo tra pasto e pasto. La richiesta di 
energia e di precursori da parte dei tessuti extraepatici va- 
ria da organo a organo e dipende anche dall’attività e dallo 
stato nutrizionale complessivo dell'individuo. 
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Figura 23.11 Le funzioni metaboliche specializzate dei diversi tessuti nei mammiferi. 


Per rispondere a tutte queste situazioni diverse il fegato 
ha una flessibilità metabolica considerevole. Per esempio, 
quando la dieta è ricca di proteine, negli epatociti aumen- 
ta considerevolmente il livello degli enzimi del catabolismo 
degli amminoacidi e della gluconeogenesi. Poche ore dopo 
l’ingestione di una dieta ricca di carboidrati, i livelli di que- 
sti enzimi diminuiscono e inizia la sintesi di quelli coinvol- 
ti nel metabolismo dei carboidrati e nella sintesi dei grassi. 
La modulazione dell’espressione degli enzimi epatici (sin- 
tesi e degradazione) avviene a una velocità 5-10 volte supe- 
riore a quella osservata in altri tessuti, come per esempio 
il muscolo. Anche altri tessuti extraepatici sono in grado 
di adattare il loro metabolismo alle condizioni prevalenti, 
ma nessuno è così efficiente come il fegato e così rilevante 
per le attività metaboliche complessive dell’organismo. Fa- 
remo ora un’analisi del destino degli zuccheri, degli ammi- 
noacidi e dei lipidi che entrano in un epatocita mediante il 
flusso sanguigno. Per aiutare il lettore a ricordare le trasfor- 
mazioni metaboliche trattate nel testo, nella Tabella 23.2 so- 
no elencate le principali vie metaboliche e i processi a cui 
ci riferiremo, insieme al numero della figura in cui la via è 
stata esaminata in dettaglio. Presentiamo ora un riassun- 
to delle principali vie metaboliche; per una maggiore chia- 


rezza abbiamo utilizzato la numerazione delle vie metabo- 
liche e delle reazioni riportata nelle Figure da 23.12 a 23.14. 


Zuccheri Il trasportatore di glucosio presente negli epa- 
tociti (GLUT2) permette una diffusione passiva estrema- 
mente rapida del glucosio, al punto che la concentrazione 
di glucosio all’interno della cellula è praticamente la stes- 
sa del sangue. Il glucosio, una volta entrato nel fegato, vie- 
ne fosforilato dall’esochinasi IV (glucochinasi) a glucosio 
6-fosfato. La glucochinasi ha una K,, molto più elevata per 
il glucosio (10 mm) rispetto alle forme isozimatiche dell’e- 
sochinasi presenti nelle altre cellule (pagina 619), ma a dif- 
ferenza di queste la glucochinasi non è inibita dal suo pro- 
dotto, il glucosio 6-fosfato. La presenza della glucochinasi 
permette agli epatociti di continuare a fosforilare il gluco- 
sio quando la concentrazione del glucosio fosforilato di- 
venta talmente elevata da bloccare tutte le altre forme di 
esochinasi. L'elevata K,, della glucochinasi assicura che la 
fosforilazione del glucosio negli epatociti sia molto ridotta 
quando la concentrazione di questo zucchero è bassa. Ciò 
impedisce al fegato di consumare glucosio a fini energeti- 
ci attraverso la glicolisi e lo rende disponibile per gli altri 
tessuti. Fruttosio, galattosio e mannosio, assorbiti nell’in- 
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testino tenue, vengono convertiti in glucosio 6-fosfato me- 
diante le vie enzimatiche esaminate nel Capitolo 14. Il glu- 
cosio 6-fosfato è un punto di incrocio del metabolismo dei 
carboidrati nel fegato. A seconda delle necessità dell’orga- 
nismo, lo zucchero può quindi entrare in una delle vie me- 
taboliche indicate nella Figura 23.12. Mediante l’azione di 
diversi enzimi allosterici e la regolazione ormonale della 
sintesi e dell’attività di altri enzimi, il fegato dirige il flus- 
so del glucosio verso una o più vie metaboliche. 

© Il glucosio 6-fosfato viene defosforilato dalla gluco- 
sio 6-fosfatasi per formare glucosio libero (vedi la Figura 
15.30), che viene esportato per rifornire il sangue di questo 
zucchero. Questo meccanismo di esportazione del glucosio 
predomina anche quando la quantità di glucosio 6-fosfa- 
to è limitata, in quanto la concentrazione di glucosio nel 
sangue deve essere mantenuta sufficientemente elevata 
(4 mm) per rifornire di energia in modo adeguato il cer- 


Figura 23.12 Vie metaboliche che utilizzano il glucosio 
6-fosfato nel fegato. In questa figura, e nelle Figure 23.13 e 23.14, 
le vie anaboliche sono indicate da frecce rivolte verso l'alto, mentre 
per quelle cataboliche le frecce sono rivolte verso il basso; le frecce 
orizzontali indicano vie di distribuzione ad altri organi. | processi 
numerati corrispondono alle descrizioni riportate nel testo. 


BM Tabella 23.2 Vie del metabolismo di carboidrati, amminoacidi e grassi illustrate nei precedenti capitoli 


Via metabolica 
Ciclo dell’acido citrico: acetil-CoA — 2C0, 
Fosforilazione ossidativa: sintesi di ATP 


Catabolismo dei carboidrati 


Glicogenolisi: glicogeno — glucosio 1-fosfato — glucosio nel sangue 


Ingresso degli esosi nella glicolisi: fruttosio, mannosio, galattosio — glucosio 6-fosfato 


Glicolisi: glucosio — piruvato 
Reazione della piruvato deidrogenasi: piruvato — acetil-CoA 


Fermentazione lattica: glucosio — lattato + 2ATP 


Via del pentosio fosfato: glucosio 6-fosfato — pentosio fosfato + NADPH 


Anabolismo dei carboidrati 


Gluconeogenesi: intermedi del ciclo dell’acido citrico — glucosio 


Ciclo del glucosio-alanina: glucosio — piruvato — alanina — glucosio 


Sintesi del glicogeno: glucosio 6-fosfato — glucosio 1-fosfato — glicogeno 


Metabolismo degli amminoacidi e dei nucleotidi 


Degradazione degli amminoacidi: amminoacidi — acetil-CoA, intermedi del ciclo dell’acido citrico 


Sintesi degli amminoacidi 

Ciclo dell’urea: NH} — urea 

Ciclo glucosio-alanina: alanina — glucosio 

Sintesi dei nucleotidi: amminoacidi — purine, pirimidine 
Sintesi di ormoni e di neurotrasmettitori 

Catabolismo dei grassi 


f Ossidazione degli acidi grassi: acidi grassi — acetil-CoA 


Ossidazione dei corpi chetonici: B-idrossibutirrato — acetil-CoA — CO; del ciclo dell’acido citrico 


Anabolismo dei grassi 


Sintesi degli acidi grassi: acetil-CoA — acidi grassi 


Numero delle figure 
16.7 
19.19 


15.27; 15.28 
14.11 

14.2 

16.2 

14.4 

14.22 


14.17 
18.9 
15.32 


18.15 

22.11 

18.10 

18.9 

22.35; 22.38 
22.31 


17.8 
17.20 


21.6 


963 


Sintesi dei triacilgliceroli: acetil-CoA — acidi grassi — triacilglicerolo 
Formazione dei corpi chetonici: acetil-CoA — acetoacetato, B-idrossibutirrato 
Sintesi del colesterolo e dei suoi esteri: acetil-CoA — colesterolo — esteri del colesterolo 


Sintesi dei fosfolipidi: acidi grassi — fosfolipidi 


21.18; 21.19 

17.19 

da 21.33 a 21.37 
21.17; da 21.23 a 21.28 
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vello e gli altri tessuti. @ Se il glucosio 6-fosfato non vie- 
ne immediatamente defosforilato ed esportato nel san- 
gue, viene incorporato nel glicogeno epatico o va incon- 
tro a uno degli altri destini possibili. Dopo la glicolisi e la 
reazione della piruvato deidrogenasi, l’acetil-CoA 6 che 
si forma può essere ossidato per produrre ATP attraver- 
so il ciclo dell’acido citrico, che consente al successivo tra- 
sferimento di elettroni e alla fosforilazione ossidativa di 
formare ATP. (Normalmente però il combustibile preferi- 
to dagli epatociti per produrre ATP sono gli acidi grassi.) 
© Pacetil-CoA può essere utilizzato anche come precurso- 
re degli acidi grassi, che vengono incorporati nei triacilgli- 
ceroli, nei fosfolipidi e nel colesterolo. La maggior parte dei 
lipidi sintetizzati dal fegato viene esportata agli altri tessu- 
ti attraverso le lipoproteine del sangue. @ In alternativa, 
il glucosio 6-fosfato può entrare nella via del pentosio fo- 
sfato, che produce sia potere riducente (NADPH), neces- 
sario per le biosintesi riduttive degli acidi grassi e del cole- 
sterolo, sia p-ribosio 5-fosfato, un precursore biosintetico 
dei nucleotidi. Il NADPH è anche un cofattore essenziale 
nella detossificazione e nell’eliminazione di molti farmaci 
e di altri xenobiotici metabolizzati nel fegato. 


Amminoacidi Gli amminoacidi che entrano nel fegato 
hanno diversi destini metabolici (Figura 23.13). © Negli 
epatociti sono i precursori della sintesi delle proteine, un 
processo esaminato nel Capitolo 27. Il fegato rinnova con- 
tinuamente le sue proteine, che hanno turnover piuttosto 
elevati, con un’emivita media che può variare da ore a gior- 
ni. Nel fegato vengono sintetizzate anche la maggior parte 
delle proteine del plasma sanguigno. @ In alternativa, gli 
amminoacidi possono passare dal fegato al sangue e rag- 
giungere gli altri tessuti, dove sono utilizzati per la sinte- 
si delle proteine. 6 Alcuni amminoacidi sono precursori 
nella biosintesi di nucleotidi, ormoni e altri composti azo- 
tati sia nel fegato sia in altri tessuti. 

©® Gli amminoacidi non necessari come precursori per 
le biosintesi vengono transamminati o deamminati e de- 
gradati per produrre piruvato e intermedi del ciclo dell’a- 
cido citrico, che possono andare incontro a destini diversi; 
® l'ammoniaca rilasciata durante la degradazione degli 
amminoacidi viene convertita nel prodotto di escrezione 
urea. @ Il piruvato può essere convertito in glucosio e in 
glicogeno nella gluconeogenesi, o @ in acetil-CoA, che può 
avere diversi destini: @ ossidazione nel ciclo dell’acido ci- 
trico e © nella fosforilazione ossidativa per formare ATP, 
oppure © conversione in lipidi di riserva. ® Gli intermedi 
del ciclo dell’acido citrico possono essere usati per la sinte- 
si di glucosio attraverso la gluconeogenesi. 

Il fegato partecipa anche al metabolismo degli ammi- 
noacidi che possono arrivare dai tessuti extraepatici. Il san- 
gue è normalmente rifornito di glucosio in modo adeguato 
dalla digestione e dall’assorbimento dei carboidrati presenti 
nella dieta, oppure, tra un pasto e l’altro, dalla conversione 
di una parte del glicogeno epatico in glucosio plasmatico. 
Ma nei periodi che intercorrono tra i pasti, specialmente se 
prolungati, alcune proteine muscolari vengono degradate 
ad amminoacidi. Questi donano il loro gruppo amminico 
(mediante transamminazione) al piruvato, il prodotto del- 
la glicolisi, per formare alanina, che viene trasporta- 
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Figura 23.13 Metabolismo degli amminoacidi nel fegato. 


ta al fegato e deamminata. Il piruvato così prodotto viene 
trasformato in glucosio (mediante la gluconeogenesi ©) 
all’interno degli epatociti e di nuovo rilasciato nel sangue, 
mentre l’ammoniaca viene organicata a urea ed escreta ©. 
Questo ciclo glucosio-alanina (vedi la Figura 18.9) riduce 
le fluttuazioni della concentrazione di glucosio nel sangue 
nei periodi che intercorrono tra un pasto e l’altro. Il defi- 
cit di amminoacidi che ha luogo nel muscolo scomparirà al 
pasto successivo, con il nuovo rifornimento di amminoaci- 
di presenti nella dieta. 


Lipidi Gli acidi grassi che compongono i lipidi che entra- 
no negli epatociti possono andare incontro a destini diver- 
si (Figura 23.14). © Alcuni di questi acidi sono convertiti 
in lipidi del fegato. @ Nella maggior parte dei casi gli aci- 
di grassi sono il combustibile principale consumato dal fe- 
gato per produrre energia. Gli acidi grassi possono essere 
attivati e ossidati ad acetil-CoA e NADH. ®© Lacetil-CoA 
viene ulteriormente ossidato nel ciclo dell’acido citrico e 
© le reazioni di ossidazione del ciclo favoriscono la pro- 
duzione di ATP attraverso la fosforilazione ossidativa. 
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Figura 23.14 Metabolismo degli acidi grassi nel fegato. 


6 L’acetil-CoA in eccesso prodotto dall’ossidazione degli 
acidi grassi e non necessario al fegato viene convertito nei 
corpi chetonici acetoacetato e B-idrossibutirrato, che ven- 
gono rilasciati nel sangue e utilizzati dai tessuti extraepatici 
come combustibile nel ciclo dell’acido citrico. I corpi che- 
tonici, contrariamente agli acidi grassi, possono attraver- 
sare la barriera ematoencefalica, fornendo al cervello una 
fonte di acetil-CoA per l'ossidazione finalizzata alla pro- 
duzione di energia metabolica. Essi rappresentano un’im- 
portante fonte di energia per altri tessuti extraepatici: du- 
rante un digiuno prolungato, il cuore ricava fino a un terzo 
dell'energia di cui ha bisogno dai corpi chetonici, mentre 
il cervello può ottenere dai corpi chetonici fino al 60-70% 
del suo fabbisogno energetico. @ Una parte dell’acetil-CoA 
prodotto dagli acidi grassi (e dal glucosio) viene utilizza- 
ta per la sintesi del colesterolo, necessario per la biosinte- 
si delle membrane. Il colesterolo è anche il precursore di 
tutti gli ormoni steroidei e dei sali biliari, essenziali per la 
digestione e per l'assorbimento dei lipidi. 

Gli ultimi due destini metabolici dei lipidi sono mec- 
canismi specializzati necessari per il trasporto nel sangue 
dei lipidi insolubili. @ Gli acidi grassi sono convertiti in 
fosfolipidi e triacilgliceroli e legati alle lipoproteine pla- 
smatiche, che li trasportano al tessuto adiposo, dove ven- 
gono conservati come triacilgliceroli. @ Una parte degli 
acidi grassi liberi si lega all’albumina del siero, che li tra- 
sporta attraverso il sangue al cuore e al muscolo schele- 
trico, dove sono assorbiti e ossidati per ricavare energia. 
Lalbumina del siero è la proteina più abbondante del san- 
gue; una molecola di albumina può trasportare fino a 10 
molecole di acido grasso. 


Il fegato si comporta quindi come un centro di distribuzio- 
ne per tutto il corpo: esporta sostanze nutrienti nella cor- 
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retta misura agli altri organi, annulla le fluttuazioni nel 
metabolismo determinate dall’intermittente assunzione 
del cibo e trasforma i gruppi amminici in eccesso in urea 
o in altri prodotti che vengono eliminati dai reni. Nel fe- 
gato vengono anche conservati alcuni nutrienti, come la 
vitamina A e il ferro. Il fegato partecipa anche alla detos- 
sificazione di composti organici estranei all'organismo, co- 
me farmaci, additivi alimentari, conservanti e altri possibi- 
li agenti dannosi privi di valore alimentare. La detossifica- 
zione comporta spesso l’ossidrilazione di questi composti 
organici relativamente insolubili mediante processi che di- 
pendono dall’enzima citocromo P-450; questa modificazio- 
ne chimica è necessaria per rendere queste molecole suf- 
ficientemente solubili in acqua, in modo che possano es- 
sere ulteriormente modificate o escrete (vedi il Box 21.1). 


e Iltessuto adiposo immagazzina e distribuisce 

gli acidi grassi 
Vi sono due tipi distinti di tessuto adiposo (bianco e bru- 
no) (Figura 23.15), che svolgono ruoli specifici; prendere- 
mo ora in considerazione quello più abbondante. Il tes- 
suto adiposo bianco (WAT) è amorfo e ampiamente di- 
stribuito nel corpo: sotto la pelle, intorno ai vasi sanguigni 


(a) disci bianchi (b) Adipociti bruni 


ia Lr: 


(e) (A) 


Figura 23.15 Adipociti del tessuto adiposo bianco e bruno. 
Rappresentazioni schematiche di tipici adipociti di topo provenienti 
da (a) tessuto adiposo bianco (WAT) e (b) tessuto adiposo bruno (BAT). 
Gli adipociti del tessuto adiposo bianco sono più grandi e contengono 
una sola goccia di grasso, che spinge i mitocondri e il nucleo vicino alla 
membrana plasmatica. Negli adipociti bruni, il numero dei mitocondri 
è maggiore, il nucleo si trova pressoché al centro della cellula e 

sono presenti più goccioline di grasso. In basso sono riportate delle 
fotografie al microscopio elettronico a scansione di un tipico adipocita 
del tessuto adiposo bianco (c) e del tessuto adiposo bruno 

(d). Nel tessuto adiposo i capillari e le fibre di collageno formano una 
rete di supporto intorno agli adipociti di forma sferica. 
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profondi e nella cavità addominale. Gli adipociti del tes- 
suto adiposo bianco sono cellule di grandi dimensioni e di 
forma sferica, con un diametro da 30 a 70 pm, contenen- 
ti una singola grande goccia lipidica (triacilgliceroli), che 
costituisce circa il 65% della massa cellulare e schiaccia il 
nucleo e i mitocondri in un sottile strato contro la mem- 
brana plasmatica (Figura 23.15a, c). Nell’uomo il tessuto 
adiposo bianco costituisce circa il 15% della massa corpo- 
rea di un giovane adulto sano, è metabolicamente molto 
attivo e risponde a stimoli ormonali, interagendo con il fe- 
gato, il muscolo scheletrico e il cuore. 

Come altri tipi di cellule, gli adipociti hanno un atti- 
vo metabolismo glicolitico, ossidano il piruvato e gli aci- 
di grassi tramite il ciclo dell’acido citrico e portano avan- 
ti la fosforilazione ossidativa. Durante i periodi in cui l’or- 
ganismo consuma prevalentemente carboidrati, il tessuto 
adiposo converte il glucosio (tramite il piruvato e l’acetil- 
CoA) in acidi grassi, e poi gli acidi grassi in triacilgliceroli; 
inoltre immagazzina i triacilgliceroli in grandi globuli di 
grasso (nell'uomo gran parte della sintesi degli acidi gras- 
si avviene però negli epatociti). Gli adipociti immagazzi- 
nano i triacilgliceroli che arrivano dal fegato (trasportati 
nel torrente circolatorio dalle VLDL; vedi la Figura 21.40) 
e dal tratto intestinale (trasportati dai chilomicroni), in 
particolare dopo un pasto ricco di lipidi. 

Quando aumenta la richiesta di combustibile metaboli- 
co (per esempio negli intervalli di tempo che intercorrono 
trai pasti), le lipasi degli adipociti idrolizzano i triacilglice- 
roli immagazzinati e liberano gli acidi grassi, che vengono 
trasportati dal torrente circolatorio al muscolo scheletrico 
e al cuore. Il rilascio degli acidi grassi dagli adipociti è no- 
tevolmente accelerato dall’adrenalina, che stimola la fosfo- 
rilazione AMP ciclico-dipendente della perlipina, permet- 
tendo alle lipasi specifiche peri tri-, di- e monoacilgliceroli 
di avere accesso ai triacilgliceroli presenti nella goccia li- 
pidica (vedi la Figura 173). La lipasi sensibile agli ormoni 
viene inoltre stimolata per fosforilazione diretta, anche se 
questo meccanismo forse non è responsabile dell'aumento 
della lipolisi. insulina controbilancia l’effetto dell’adrena- 
lina, diminuendo l’attività della lipasi. 

La demolizione e la sintesi dei triacilgliceroli nel tes- 
suto adiposo costituiscono un ciclo del substrato; una per- 
centuale che può anche arrivare fino al 70% di acidi gras- 
si rilasciati dalla lipasi sensibile agli ormoni viene riesteri- 
ficata negli adipociti, riformando triacilgliceroli. Come è 
stato discusso nel Capitolo 15, i cicli del substrato favori- 
scono la regolazione della velocità e il controllo della dire- 
zione del flusso degli intermedi in una via metabolica bi- 
direzionale. Nel tessuto adiposo, il glicerolo liberato dalle 
lipasi degli adipociti non può essere riutilizzato per la sin- 
tesi dei triacilgliceroli, in quanto gli adipociti non possie- 
dono la glicerolo chinasi. Quindi il glicerolo fosfato, neces- 
sario per la sintesi dei triacilgliceroli, si forma dal piruvato 
attraverso la gliceroneogenesi, che comporta l’intervento 
della PEP carbossichinasi citosolica (vedi la Figura 21.22). 

Oltre alla sua funzione principale di deposito di com- 
bustibile metabolico, il tessuto adiposo svolge un ruolo im- 
portante come organo endocrino, producendo e rilascian- 
do ormoni che segnalano lo stato delle riserve energetiche 
e coordinano il metabolismo dei grassi e dei carboidrati 
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nell’intero organismo. Torneremo a parlare di questa fun- 
zione quando analizzeremo la regolazione ormonale del- 
la massa corporea. 


e Iltessuto adiposo bruno è termogenico 

Nei piccoli vertebrati e negli animali ibernanti, una porzio- 
ne significativa del tessuto adiposo è costituita dal tessuto 
adiposo bruno (BAT), che si differenzia da quello bianco 
in quanto è caratterizzato da adipociti più piccoli (diame- 
tro compreso tra 20 e 40 pm) e di forma diversa (poligo- 
nali, invece che rotondi) (Figura 23.15b,d). Come gli adi- 
pociti del tessuto adiposo bianco, anche quelli del tessuto 
adiposo bruno immagazzinano triacilgliceroli (TAG), in 
questo caso sotto forma di molte piccole gocce, anziché di 
un singolo vacuolo centrale. Le cellule del tessuto adipo- 
so bruno hanno più mitocondri e sono più irrorate da ca- 
pillari rispetto a quelle del tessuto bianco. Sono i citocro- 
mi mitocondriali e l’emoglobina dei capillari a conferire a 
questo tessuto il suo tipico colore bruno. Una caratteristi- 
ca specifica degli adipociti del tessuto adiposo bruno è l’e- 
spressione del gene UCPI, che codifica la termogenina, 
la proteina mitocondriale disaccoppiante (vedi la Figura 
19.36). Essa è responsabile della principale funzione del 
tessuto adiposo bruno: la termogenesi. 

Negli adipociti del tessuto adiposo bruno gli acidi grassi, 
immagazzinati sotto forma di microgocce lipidiche, vengo- 
no rilasciati nel citosol ed entrano poi nei mitocondri, do- 
ve vanno incontro alla completa ossidazione a CO; tramite 
la pi ossidazione e il ciclo dell’acido citrico. Le molecole di 
FADH,; e di NADH così generate trasferiscono i loro elettro- 
ni, attraverso la catena respiratoria, all’ossigeno molecola- 
re. Nel tessuto bianco, i protoni pompati all’esterno dei mi- 
tocondri durante il trasferimento degli elettroni rientrano 
nella matrice tramite l’ATP sintasi, e l'energia del gradiente 
viene conservata mediante la sintesi di ATP Nel tessuto bru- 
no la termogenina genera una via alternativa per il rientro 
dei protoni, che tornano nella matrice mitocondriale non 
attraversando l’ATP sintasi. [energia del gradiente proto- 
nico viene quindi dissipata sotto forma di calore, che può 
mantenere il corpo (specialmente il sistema nervoso centra- 
le e i visceri) alla sua temperatura ottimale anche quando la 
temperatura ambientale è relativamente bassa. 

Nel feto umano, il differenziamento dei fibroblasti 
“preadipociti” in tessuto adiposo bruno inizia alla ventesi- 
ma settimana di gestazione, e al momento della nascita il 
tessuto adiposo bruno costituisce dall’1% al 5% della mas- 
sa corporea totale. I depositi di grasso bruno sono localiz- 
zati dove il calore generato dalla termogenesi può assicu- 
rare che i tessuti vitali - come i vasi sanguigni che portano 
il sangue al cervello, i principali vasi addominali e i visce- 
ri, tra cui il pancreas, le ghiandole surrenali e i reni - non 
si raffreddino al momento in cui il neonato entra in con- 
tatto con un ambiente che ha una temperatura più bassa 
(Figura 23.16). 

Subito dopo la nascita ha inizio lo sviluppo del tessuto 
adiposo bianco, mentre quello bruno comincia a scompari- 
re. Nei giovani i depositi di BAT sono molto diminuiti e rap- 
presentano circa il 3% di tutto il tessuto adiposo nei maschi 
e il 7% nelle femmine, meno dello 0,1% della massa corpo- 
rea. Gli adulti, però, possiedono a quanto pare un BAT che 
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Figura 23.16 Distribuzione del tessuto adiposo bruno in 

un neonato e in un adulto. (a) Alla nascita, i neonati presentano 

una distribuzione del grasso bruno, come mostrato nella figura, 
idonea a proteggere i vasi sanguigni principali e gli organi interni. 

(b) Una scansione PET di una donna di 45 anni di età a cui è stato 
precedentemente iniettato il '#F-deossiglucosio (al fine di identificare 
i tessuti che metabolizzano rapidamente il glucosio; vedi la Figura 
23.23) rivela la presenza di tumori al polmone e al linfonodo sinistro, 
alla ghiandola surrenale destra e a una vertebra lombare (a sinistra). 


può essere attivato dall’esposizione alla basse temperatu- 
re e disattivato all'aumentare della temperatura corporea 
(Figura 23.16b). Gli adipociti del BAT producono calore per 
ossidazione dei propri acidi grassi, ma possono internaliz- 
zare e ossidare sia gli acidi grassi sia il glucosio presenti nel 
circolo sanguigno a una velocità non proporzionale alla lo- 
ro massa. Infatti, l’identificazione del BAT con la scansione 
PET si basa sulla velocità relativamente elevata degli adi- 
pociti di internalizzare e di metabolizzare il glucosio (Figu- 
ra 23.16b). I soggetti portatori di feocromocitomi (tumori 
della ghiandola surrenale) producono un eccesso di adre- 
nalina e noradrenalina, tale da stimolare il differenziamen- 
to dei preadipociti in BAT, che si raggruppano in specifiche 
regioni, come nei neonati. Il fattore di trascrizione PPARy 
(descritto in seguito in questo capitolo) svolge un ruolo fon- 


Ri 


Anche il cuore e la vescica, come atteso, sono intensamente marcati, 
ma vi era un'impressionante attività metabolica nelle regioni che nei 
neonati sono normalmente occupate dal tessuto bruno. Quando 

lo stesso paziente, prima di essere sottoposto nuovamente a PET, è 
stato riscaldato per 48 ore (a destra), quelle aree in cui è solitamente 
presente il tessuto adiposo bruno non erano più attive, indicando che 
questo soggetto adulto ha dei depositi di tessuto adiposo bruno che 
erano metabolicamente attivi solamente quando la temperatura del 
corpo era relativamente bassa. 


damentale nell'adattamento ad ambienti circostanti freddi 
o caldi e nel normale differenziamento del tessuto bianco 
e del tessuto bruno. 


e Imuscoliutilizzano l’ATP per compiere un lavoro meccanico 
Il metabolismo che avviene nelle cellule del muscolo sche- 
letrico - i miociti - è specializzato nel produrre ATP come 
fonte di energia immediatamente disponibile per la con- 
trazione. Inoltre, il muscolo scheletrico si è adattato a svol- 
gere un lavoro meccanico in maniera intermittente, cioè 
su richiesta specifica. A volte i muscoli scheletrici compio- 
no un lavoro per un tempo molto breve, come una corsa 
di 100 metri, altre volte è necessario un lavoro per periodi 
più lunghi, per esempio nel caso di una corsa lunga come 
una maratona 0 un lavoro fisico prolungato. 
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Il tessuto muscolare può essere suddiviso in due classi, 
che si distinguono per i diversi modi in cui utilizzano l’e- 
nergia e per i differenti ruoli fisiologici. Le fibre muscolari 
lente (o rosse) sono capaci di produrre tensioni muscolari 
relativamente basse, ma sono molto resistenti alla fatica. 
Esse producono ATP attraverso la fosforilazione ossidati- 
va, che avviene in maniera piuttosto lenta ma continuata. 
Le fibre rosse sono molto ricche di mitocondri e sono prov- 
viste di una fitta rete di capillari, che permette l’ossigena- 
zione del muscolo, essenziale per la produzione di ATP Le 
fibre muscolari veloci (o bianche) hanno un numero mi- 
nore di mitocondri e sono meno vascolarizzate, ma sono 
in grado di produrre tensioni muscolari elevate in tempi 
molto brevi. Le fibre bianche sono più veloci che resisten- 
ti perché quando si attivano utilizzano rapidamente ATP 
e non riescono poi a rigenerarlo in maniera altrettanto ve- 
loce. In tutti gli individui la proporzione di fibre muscolari 
rosse e bianche è dovuta a una componente genetica, ma 
con l’allenamento può essere potenziata la resistenza del- 
le fibre muscolari veloci. 

I muscoli scheletrici possono utilizzare acidi grassi li- 
beri, corpi chetonici o glucosio come fonte di energia, a se- 
conda del grado di attività muscolare (Figura 23.17). Nel 
muscolo a riposo, le principali sostanze nutritive sono gli 
acidi grassi provenienti dal tessuto adiposo e i corpi che- 
tonici prodotti nel fegato. Essi sono ossidati e degradati 
ad acetil-CoA, che entra nel ciclo dell’acido citrico e vie- 
ne ossidato a CO). Il successivo trasferimento degli elet- 
troni all’ossigeno produce l’energia necessaria alla sintesi 
di ATP nella fosforilazione ossidativa. I muscoli modera- 
tamente attivi, oltre agli acidi grassi e ai corpi chetonici, 
utilizzano il glucosio del sangue. Il glucosio viene fosfori- 
lato e degradato nella glicolisi a piruvato, che a sua volta 
viene trasformato in acetil-CoA e ossidato nel ciclo dell’a- 
cido citrico e nella fosforilazione ossidativa. 

Durante uno sforzo fisico intenso la richiesta di ATP 
da parte delle fibre muscolari veloci diventa così eleva- 
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Figura 23.17 Fonti di energia per la contrazione muscolare. Per 
produrre ATP durante momenti di attività intensa, di attività leggera o 
a riposo vengono utilizzati combustibili metabolici diversi. LATP può 
essere ottenuto molto rapidamente dalla fosfocreatina. 
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ta che l’apporto di O; e di sostanze nutritive da parte del 
sangue non è sufficientemente rapido da poter soddisfa- 
re il fabbisogno energetico del tessuto con la sola respi- 
razione aerobica. In queste condizioni il muscolo demo- 
lisce il glicogeno, formando lattato mediante la fermenta- 
zione (pagina 563). Ogni molecola di glucosio degradata 
porta alla formazione di tre molecole di ATP, in quanto la 
fosforolisi del glicogeno produce glucosio 6-fosfato (tra- 
mite il glucosio 1-fosfato), risparmiando così l’ATP nor- 
malmente consumato nella reazione dell’esochinasi. La 
fermentazione lattica risponde quindi molto più veloce- 
mente alla richiesta di ATP della fosforilazione ossidati- 
va, producendo una quantità extra di energia sotto for- 
ma di ATP, che si va a sommare alla quantità basale ge- 
nerata dall’ossidazione aerobica di altre sostanze nuttriti- 
ve nel ciclo dell’acido citrico e della catena respiratoria. 
Luso del glucosio del sangue e del glicogeno del muscolo 
per l’attività muscolare in situazioni di emergenza viene 
incrementato dalla secrezione di adrenalina, che stimo- 
la la liberazione nel sangue di glucosio dalle riserve epa- 
tiche di glicogeno e la demolizione del glicogeno nel tes- 
suto muscolare. (Fadrenalina media la risposta cosiddet- 
ta “combatti o fuggi”, che verrà discussa in maggior det- 
taglio più avanti.) 

Dato che il muscolo scheletrico contiene quantità rela- 
tivamente piccole di glicogeno (circa 11% del suo peso to- 
tale), la quantità di energia che può essere resa disponibile 
dalla glicolisi durante una contrazione muscolare intensa è 
limitata. Inoltre, l'accumulo di lattato e la conseguente di- 
minuzione del pH che si ha nel muscolo in attività intensa 
ne riducono ulteriormente l'efficienza. Il muscolo schele- 
trico contiene tuttavia un’altra fonte di ATP, la fosfocreati- 
na (a concentrazioni tra 10 e 30 mm); questo composto può 
rigenerare rapidamente l’ATP da ADP nella reazione cata- 
lizzata dalla creatina chinasi: 


o _ 
0= i =0 
N-H fase NH», 
| + di attività | + 
C=NH, + ADP = = ATP + C=NH, 
| fase | 
Hg dala | di recupero HgC n 
a ft 
COO COO 
Fosfocreatina Creatina 


Durante i periodi di contrazione attiva e di glicolisi, que- 
sta reazione procede quasi esclusivamente nella direzio- 
ne della sintesi di ATP, ma durante il periodo di recupe- 
ro dopo uno sforzo prolungato lo stesso enzima viene 
utilizzato per sintetizzare la fosfocreatina dalla creatina 
a spese dell'ATP. Poiché i livelli di ATP e di fosfocreatina 
sono relativamente elevati nel muscolo, questi due com- 
posti possono essere misurati in tempo reale nel musco- 
lo intatto, mediante spettrometria NMR (Figura 23.18). 
La creatina serve a trasportare equivalenti di ATP dal 
mitocondrio ai siti di consumo dell’ATP e può costituire 
il fattore limitante nello sviluppo di nuovo tessuto mu- 
scolare (Box 23.2). 
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Intensità del segnale 
(concentrazione del composto) 


Spostamento chimico (parti per milione) 
(identità del composto) 


Figura 23.18 La fosfocreatina mantiene costante la 
concentrazione dell’ATP durante l’esercizio. Un “grafico a tracce 
in serie” degli spettri di risonanza magnetica (del 8'P) che mostra 

il fosfato inorganico (P;), la fosfocreatina (PCr) e l'ATP (ogni gruppo 
fosforico di questo composto genera un segnale). Le tracce in serie 
rappresentano il tempo intercorso da un periodo di riposo a uno 
in cui viene svolto un esercizio fisico, e poi a uno di recupero. Si 
noti che il segnale dell'ATP cambia poco durante l'esercizio, poiché 
viene mantenuto a un livello pressoché costante dalla respirazione 
e dalla riserva di fosfocreatina, che diminuisce durante l'esercizio. 
Durante la fase di recupero, quando la produzione di ATP tramite il 
catabolismo è maggiore dell'utilizzo dell'ATP da parte del muscolo 
(ora a riposo), la riserva di fosfocreatina viene ricostituita. 


iagnostici e amici dei culturisti 


Nei tessuti animali che hanno un bisogno di ATP elevato 
ma non costante, primi fra tutti il muscolo scheletrico, il 
muscolo cardiaco e il cervello, sono espressi diversi iso- 
zimi di creatina chinasi. Un’isoforma citosolica è presente 
nelle regioni che utilizzano elevate quantità di ATB come 
per esempio le miofibrille e il reticolo sarcoplasmatico. 
Questa isoforma dell'enzima, riconvertendo l’ADP che si 
genera durante i periodi di elevata richiesta energetica 
di nuovo in ATP impedisce l'accumulo di ADP in con- 
centrazioni che potrebbero inibire per azione di massa 
gli enzimi che utilizzano l’ATP. Un altro isozima della 
creatina chinasi è localizzato nelle regioni di contatto tra 
le membrane interne ed esterne dei mitocondri. Questo 
enzima mitocondriale (mCK) probabilmente funziona da 
sistema navetta per trasferire equivalenti di ATP prodotti 
all’interno del mitocondrio nei siti citosolici di utilizzo 
(Figura 1). La specie molecolare che diffonde dal mito- 
condrio verso i siti nel citosol in cui avviene il consumo 
dell’ATP è quindi la creatina fosfato, non ’ATP Lisozima 
mCK colocalizza con il trasportatore dei nucleotidi ade- 
ninici (sulla membrana mitocondriale interna) e con la 
porina (sulla membrana mitocondriale esterna): ciò fa 
supporre che questi tre componenti potrebbero funzio- 
nare insieme per trasferire nel citosol ’ATP che si forma 
nei mitocondri. 

Nei topi knockout, che sono privi del gene che codifica 
l’isoforma mitocondriale della CK, i miociti compen- 
sano questa carenza producendo un maggior numero 
di mitocondri, strettamente associati alle miofibrille e 
al reticolo sarcoplasmatico, permettendo la rapida dif- 
fusione dell’ATP mitocondriale ai siti di utilizzo. Questi 
topi hanno però una ridotta capacità di corsa, e ciò in- 


Figura 1 La creatina chinasi mitocondriale (mCK) trasferisce un 
gruppo fosforico dall'ATP alla creatina (Cr) per formare creatina 
fosfato (PCr), che diffonde ai siti di utilizzo dell'ATP, dove la creatina 
chinasi (cCK) trasferisce nuovamente il gruppo fosforico all'ATP. 

Per sintetizzare la PCr, la CK citosolica può utilizzare anche l’ATP 
prodotto dalla glicolisi. Durante i periodi di scarsa richiesta di 

ATP. l'insieme costituito dall'ATP e dalla PCr viene rifornito in 
preparazione del prossimo periodo di intensa richiesta di ATP. Nel 
muscolo a riposo, la concentrazione di PCr è da 3 a 5 volte maggiore 
di quella dell'ATP, proteggendo la cellula da una rapida diminuzione 
di ATP durante i brevi momenti di intensa richiesta energetica. 


dica un difetto in qualche aspetto del metabolismo che 
fornisce l'energia. 

La creatina e la fosfocreatina decadono spontaneamente 
in creatinina (Figura 2). Per mantenere elevati i livelli di 
creatina, queste perdite devono essere compensate dalla 
creatina assunta con la dieta, ottenuta principalmente 
dalla carne (muscolo) e dai latticini, o dalla sintesi de novo 
della creatina a partire dalla glicina, dall’arginina e dalla 
metionina (Figura 22.28), che avviene principalmente nel 
fegato e nel rene. La sintesi de novo della creatina è il con- 
sumatore principale di questi amminoacidi, in particolar 
modo nei vegani, per i quali gli amminoacidi e la via de 
novo costituiscono l’unica fonte di creatina; le piante non 
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Box 23.2 
ADP ATP 
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A Il A 
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P, + H0 30 


Figura 2 La formazione spontanea (non enzimatica) della 
creatinina a partire dalla fosfocreatina o dalla creatina consuma 
ogni giorno una piccola percentuale della creatina totale, che deve 
essere rimpiazzata per via biosintetica o introdotta con la dieta. 


contengono creatina. Il tessuto muscolare ha un sistema 
specifico per l'assimilazione della creatina esportata dal 
fegato o dal rene nel sangue che funziona anche contro 
un notevole gradiente di concentrazione. l'assorbimento 
efficiente della creatina assunta con la dieta richiede un 
continuo esercizio fisico; senza esercizio, infatti, l’inte- 
grazione di creatina diventa poco rilevante. 

Il muscolo cardiaco contiene un’unica forma di creatina 
chinasi (l’isozima MB), che normalmente non è presente 
nel circolo sanguigno, ma che compare quando viene 
rilasciato dal muscolo cardiaco danneggiato da un in- 
farto. Il livello di MB nel sangue comincia a salire entro 
due ore dall’attacco cardiaco e, solitamente, ha un picco 
tra le 12 e le 36 ore dopo il danno cellulare. I suoi livelli 
ritornano a essere normali entro 3 o 5 giorni. La misu- 
razione dei livelli dell’isozima MB presente nel sangue 
conferma quindi la diagnosi di attacco cardiaco e indica 
approssimativamente anche quando è accaduto. 

I culturisti per aumentare la loro massa muscolare 
hanno bisogno di un maggiore apporto di creatina e 
per questo sono soliti assumere integratori di creatina in 
quantità che arrivano anche fino a 20 grammi al giorno 


Dopo un periodo di intensa attività muscolare la respi- 
razione accelerata continua per un certo tempo. La mag- 
gior parte dell’ossigeno assunto in questo periodo di tem- 
po viene usata dal fegato per produrre ATP nella fosforila- 
zione ossidativa. Questo ATP viene utilizzato nella gluco- 
neogenesi per convertire il lattato, trasportato nel sangue 
dal muscolo al fegato, in glucosio, che ritorna poi ai muscoli 
per rigenerare il glicogeno che era stato consumato durante 
l'esercizio muscolare; questo processo viene chiamato ciclo 
di Cori (Figura 23.19; vedi anche il Box 15.4). 

Durante una contrazione intensa, il muscolo scheletrico 
produce calore per effetto di un accoppiamento non perfet- 
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per pochi giorni, cui seguono dosi di mantenimento più 
basse. La combinazione di esercizio e integrazione di 
creatina fa aumentare la massa muscolare (Figura 3) 
e migliora le prestazioni nei lavori a elevata intensità 
e breve durata. I bambini che hanno difetti congeniti 
negli enzimi della via di sintesi della creatina o dell’as- 
similazione della creatina soffrono di gravi disturbi di 
apprendimento e accessi mentali. Eanalisi effettuata 
tramite NMR (vedi la Figura 23.18) rivela che questi 
individui hanno livelli molto ridotti di creatina nel cer- 
vello. L'apporto di creatina aumenta le concentrazioni 
di creatina e di creatina fosfato nel cervello e provoca 
un parziale miglioramento dei sintomi. 

Nel rene sano, la creatinina che deriva dalla demolizione 
della creatina viene filtrata dal sangue ed eliminata nelle 
urine. Quando la funzionalità renale è compromessa, i li- 
velli di creatinina nel sangue aumentano oltre il normale 
intervallo di valori che va da 0,8 a 1,4 mg/dL. Elevati 
livelli di creatinina in circolo sono associati a proble- 
matiche renali nel diabete e in altre condizioni patolo- 
giche in cui la funzionalità renale è temporaneamente 
o definitivamente compromessa. La filtrazione e l’elimi- 
nazione renale della creatinina cambiano leggermente 
con l’età, la razza e il genere. Quindi, la correzione dei 
dati ottenuti in base a questi fattori fornisce una misura 
più significativa della funzionalità renale o velocità di 
filtrazione glomerulare (GFR). 


Figura 3 | culturisti assumono spesso integratori contenenti 
creatina per rifornire il tessuto muscolare di creatina fosfato. 


to tra l’energia chimica dell'ATP e il lavoro meccanico del- 
la contrazione. Questa produzione di calore può essere uti- 
le quando la temperatura ambientale è bassa: la termoge- 
nesi da tremore è un processo che il muscolo scheletrico 
utilizza per generare calore ma poco movimento, e serve a 
mantenere la temperatura corporea a 37 °C. 

Il muscolo cardiaco differisce dal muscolo sche- 
F letrico per il fatto che è continuamente attivo a 

un ritmo regolare di contrazione e di rilassamen- 
to e ha sempre un metabolismo aerobico. I mitocondri so- 
no molto più abbondanti nel cuore che nel muscolo sche- 


letrico e occupano circa la metà del volume della cellula 
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Muscolo: l’ATP prodotto dalla glicolisi 
serve per una rapida contrazione 
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Figura 23.19 Cooperazione metabolica tra muscolo scheletrico 
e fegato: il ciclo di Cori. Durante un'attività muscolare molto 
intensa, il muscolo scheletrico utilizza il glicogeno come fonte di 
energia, generando lattato attraverso la glicolisi. Durante il periodo di 
recupero, una parte del lattato formato nel muscolo viene trasportata 
al fegato e usata per produrre glucosio mediante la gluconeogenesi. 
Il glucosio prodotto viene rilasciato nel sangue e ritorna al muscolo 
per ripristinare le riserve di glicogeno. Questa via (glucosio + lattato 
— glucosio) costituisce il ciclo di Cori. 


(Figura 23.20). Il cuore utilizza sostanze nutrienti a base di 
glucosio, acidi grassi e corpi chetonici che arrivano dal san- 
gue; questi composti sono ossidati nel ciclo dell’acido citri- 
co per ottenere energia e generare ATP nella fosforilazione 
ossidativa. Come il muscolo scheletrico, il cuore non con- 


Mitocondri 


Apparato contrattile 
actina-miosina 


Figura 23.20 Fotografia al microscopio elettronico del muscolo 
cardiaco. l'elevato numero di mitocondri presenti in questo tessuto 
ossida piruvato (dal glucosio), acidi grassi e corpi chetonici per la 
sintesi di ATP. Il metabolismo aerobico consente al cuore di un uomo 
di pompare il sangue alla velocità di circa 6 litri al minuto, cioè circa 
350 litri all'ora, oppure 200 milioni di litri in 70 anni di vita. 
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serva lipidi o glicogeno in grandi quantità. Piccole quanti- 
tà di energia vengono conservate sotto forma di fosfocrea- 
tina, sufficienti per pochi secondi di contrazione. Poiché il 
cuore è normalmente aerobico e ottiene la sua energia dal- 
la fosforilazione ossidativa, se una regione di questo tessu- 
to non viene raggiunta continuamente dall’ossigeno, a cau- 
sa per esempio dell’ostruzione di un vaso sanguigno pro- 
dotta da depositi lipidici (aterosclerosi) o coaguli (trombo- 
si delle coronarie), tale regione può essere danneggiata ir- 
reversibilmente, un processo noto come infarto cardiaco, 
più comunemente chiamato attacco di cuore. O 


e  Ilcervello utilizza energia per trasmettere impulsi 

elettrici 
Il metabolismo del cervello è notevole sotto diversi aspetti. 
Innanzitutto, i neuroni dei mammiferi adulti usano nor- 
malmente solo il glucosio come sostanza nutriente (Figu- 
ra 23.21). (Gli astrociti, le cellule più abbondanti nel cer- 
vello dopo i neuroni, possono ossidare gli acidi grassi.) In 
secondo luogo, il cervello ha un metabolismo respiratorio 
molto attivo (Figura 23.22) e utilizza circa il 20% dell’os- 
sigeno consumato da un uomo adulto a riposo a una velo- 
cità pressoché costante. Dato che il cervello contiene po- 
co glicogeno, questo tessuto dipende continuamente dal 
glucosio che gli arriva dal sangue. Se il glucosio nel sangue 
dovesse scendere sotto un livello critico anche per un bre- 
ve periodo di tempo, potrebbero avvenire modificazioni 
profonde, anche irreversibili, nelle funzioni del cervello. 

Anche se i neuroni del cervello non possono utilizzare 
direttamente gli acidi grassi o i lipidi come sostanze nu- 
trienti, quando è necessario usano il B-idrossibutirrato (un 
corpo chetonico) prodotto dagli acidi grassi nel fegato. La 
capacità del cervello di ossidare il -idrossibutirrato con- 
vertendolo in acetil-CoA diventa rilevante durante i digiu- 
ni prolungati, specialmente dopo che tutto il glicogeno del 


Digiuno 


Dieta normale CO, proveniente 


dall’ossidazione 


Glucosio a +. aerobica 


ADP + Pi 


Trasporto elettrogenico attuato 
dalla Na*K* ATPasi 


Figura 23.21 I combustibili metabolici che riforniscono 

il cervello di ATP. La fonte energetica di ATP utilizzata dal 

cervello dipende dallo stato nutrizionale. Tra i corpi chetonici il 
p-idrossibutirrato è quello utilizzato dal cervello durante il digiuno 
prolungato. Il trasporto elettrogenico attuato dalla Na*K* ATPasi 
mantiene elevato il potenziale transmembrana, essenziale per il 
trasferimento dell'informazione tra i neuroni. 
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Figura 23.22 Metabolismo del glucosio nel cervello. La 
scansione mediante la tecnica della tomografia a emissione di 
positroni (PET) mostra l'attività metabolica in regioni specifiche del 
cervello. Le scansioni PET consentono di visualizzare in tempo reale il 
glucosio marcato con isotopi in precise localizzazioni del cervello di 
una persona. Un analogo del glucosio che emette positroni 
(2-['8F]-fluoro-2-deossi-p-glucosio) viene iniettato nel flusso 
sanguigno; dopo alcuni secondi, una scansione PET mostra come il 
glucosio è stato assunto in ogni regione del cervello: si ottiene così 
una misura dell'attività metabolica. Nella figura sono mostrate sezioni 
trasversali del cervello a tre livelli diversi, andando dall'alto (sinistra) 
verso il basso (destra). Le scansioni mostrano il metabolismo del 
glucosio quando il soggetto in esame è a riposo (a) o sveglio da 48 
ore (b). 


fegato è stato consumato, in quanto consente al cervello di 
utilizzare le scorte di acidi grassi presenti nell'organismo. 
Luso del p-idrossibutirrato da parte del cervello durante 
un digiuno prolungato ha come conseguenza un risparmio 
di proteine muscolari, che in questa situazione rappresen- 
tano l’unica fonte di precursori per la sintesi di glucosio 
(mediante la gluconeogenesi) nel fegato. 

Nei neuroni il glucosio viene ossidato dalla via glicoli- 
tica e dal ciclo dell’acido citrico. Il successivo trasferimen- 
to degli elettroni e la fosforilazione ossidativa portano alla 
formazione di quasi tutto l’ATP di cui il cervello ha biso- 
gno. Penergia è necessaria per creare e mantenere un po- 
tenziale elettrico attraverso la membrana plasmatica dei 
neuroni. La membrana plasmatica contiene un antiporto 
elettrogenico guidato dall’ATP, la Na'K* ATPasi, che pom- 
pa simultaneamente 2 ioni K* all’interno del neurone e 
3 ioni Na' all’esterno del neurone (vedi la Figura 11.38). Il 
risultante potenziale transmembrana si modifica tempora- 
neamente quando un segnale elettrico (potenziale d’azio- 
ne) si sposta da un’estremità all'altra di un neurone (vedi 
la Figura 12.26). I potenziali d’azione sono il metodo più 
importante per il trasferimento delle informazioni all’in- 
terno del sistema nervoso e per questo motivo una dimi- 
nuzione della disponibilità di ATP nei neuroni ha effetti 
disastrosi su tutte le attività coordinate dalla trasmissio- 
ne neuronale. 
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e  Ilsanguetrasporta ossigeno, metaboliti e ormoni 
Il flusso sanguigno mette in connessione tutti gli organi e 
i tessuti. Il sangue trasporta sostanze nutritive dall’inte- 
stino tenue al fegato e dal fegato e dal tessuto adiposo agli 
altri organi; trasporta anche i prodotti di scarto dai tessu- 
ti ai reni perché vengano escreti. L’ossigeno, attraverso il 
sangue, passa dai polmoni ai tessuti, e la CO; prodotta du- 
rante la respirazione cellulare, sempre mediante il sangue, 
torna ai polmoni, dove viene eliminata. Il sangue traspor- 
ta anche segnali ormonali da un tessuto all’altro. Nel suo 
ruolo di trasportatore di segnali, il sistema della circola- 
zione sanguigna ricorda il sistema nervoso; entrambi ope- 
rano per regolare e integrare le attività di organi diversi. 
Mediamente, un uomo adulto ha da 5 a 6 litri di sangue. 
Circa la metà di questo volume è occupata da tre tipi di cel- 
lule (Figura 23.23): gli eritrociti (globuli rossi), che conten- 
gono emoglobina e sono specializzati nel trasporto dell’os- 
sigeno e della CO;; un numero minore di leucociti (globu- 


Cellule Plasma sanguigno 
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Leucociti 


Piastrine 


Componenti inorganici (10%) 
NaCl, bicarbonato, fosfato, 
CaCly, MgClo, KCI, NagS04 


Proteine del plasma (70%) 

Principali proteine plasmatiche: albumina, lipoproteine 

a densità molto bassa (VLDL), lipoproteine a densità bassa (LDL), 
lipoproteine ad alta densità (HDL), immunoglobuline (centinaia 
di tipi), fibrinogeno, protrombina, molti trasportatori proteici 
specializzati, come la transferrina 


Figura 23.23 La composizione del sangue (percentuali in peso). 
Il sangue viene separato mediante centrifugazione in plasma e 
cellule. Circa il 10% del plasma sanguigno è costituito da molecole in 
soluzione, rappresentate per il 10% da sali inorganici, per il 20% 

da piccole molecole organiche e per il 70% da proteine plasmatiche. 
| principali componenti disciolti nel plasma sono indicati nella figura. 
Il sangue contiene molte altre sostanze, spesso presenti solo in 
tracce, che comprendono altri metaboliti, enzimi, ormoni, vitamine, 
alcuni ioni rari e pigmenti biliari. Le misurazioni delle concentrazioni 
dei componenti del sangue sono necessarie per la diagnosi e per il 
trattamento di molte malattie. 
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li bianchi) di tipi diversi (compresi i linfociti, che si trova- 
no anche nel tessuto linfatico), fondamentali per il sistema 
immunitario che difende l’organismo contro le infezioni; le 
piastrine, che partecipano alla coagulazione del sangue. La 
parte liquida, detta plasma sanguigno, è composta per il 
90% di acqua e per il 10% di soluti. Nel plasma è presente, 
disciolta o sospesa, una grande varietà di proteine, lipopro- 
teine, sostanze nutritive, metaboliti, prodotti di scarto, ioni 
inorganici e ormoni. Oltre il 70% della parte non acquosa 
del plasma è costituito dalle proteine plasmatiche, princi- 
palmente immunoglobuline (anticorpi circolanti), albumi- 
na sierica, apolipoproteine coinvolte nel trasporto di lipidi, 
transferrina (il trasportatore del ferro) e proteine della coa- 
gulazione, come fibrinogeno e protrombina. 

Gli ioni e i soluti a basso peso molecolare non sono com- 
ponenti fissi del plasma, ma sono in continuo scambio tra il 
sangue e i vari tessuti. assunzione con la dieta di ioni inor- 
ganici, che costituiscono i principali elettroliti del sangue 
e del citosol (Na*, K* e Ca°*), è controbilanciata in genere 
da un’escrezione in pari quantità nelle urine. Molti compo- 
nenti del sangue raggiungono una condizione molto simile 
a uno stato stazionario: la concentrazione di un determi- 
nato componente varia molto poco anche se vi è un conti- 
nuo flusso di materiale dall’intestino verso il sangue fino 
alle urine. Per esempio, indipendentemente dalla quanti- 
tà assunta con la dieta, la concentrazione nel plasma degli 
ioni Na*, K' e Ca°* rimane sempre intorno a valori rispet- 
tivamente di 140, 5 e 2,5 mm. Se le concentrazioni di que- 
sti ioni si allontanano in misura significativa da questi va- 
lori, si vengono a creare situazioni patologiche che posso- 
no portare anche alla morte. I reni svolgono una funzione 
essenziale nel mantenere il bilancio ionico, agendo come 
filtri selettivi per consentire ai prodotti di scarto e agli io- 
ni in eccesso di passare dal sangue alle urine, senza perdi- 
ta di sostanze nutritive o di ioni essenziali. 

Durante il differenziamento gli eritrociti umani perdo- 
no nuclei e mitocondri, quindi la glicolisi resta la loro uni- 
ca fonte di ATP Il lattato prodotto dalla glicolisi ritorna al 
fegato, dove viene convertito in glucosio dalla gluconeoge- 
nesi per essere conservato come glicogeno o ridistribuito 
agli altri tessuti. Gli eritrociti possono continuamente as- 
sumere il glucosio dal flusso sanguigno. 

La concentrazione di glucosio disciolto nel plasma è sot- 
toposta a uno stretto controllo. Abbiamo visto che il cervel- 
lo ha un bisogno continuo di glucosio e che il fegato è impe- 
gnato a mantenere la concentrazione di glucosio a un valo- 
re costante, in un ambito compreso tra 60 e 90 mg/100 mL 
di sangue (-4,5 mm). (Poiché gli eritrociti costituiscono una 
frazione significativa del volume del sangue, la loro centri- 
fugazione provoca la formazione di un liquido sopranatan- 
te, il plasma, contenente il “glucosio ematico” in un volu- 
me totale minore. Per convertire il glucosio ematico in glu- 
cosio plasmatico bisogna moltiplicare il glucosio ematico 
per 1,14.) Quando la concentrazione di glucosio nel sangue 
umano scende a 40 mg/100 mL (condizione di ipoglicemia), 
si avvertono disturbi gravi e confusione mentale (Figura 
23.24); se la glicemia tende a scendere ulteriormente, si va 
incontro a coma, convulsioni e, nei casi estremi, anche alla 
morte. Mantenere costante la concentrazione di glucosio è 
quindi una necessità dell'organismo, e per raggiungere que- 
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Figura 23.24 Effetti fisiologici della bassa concentrazione 
di glucosio nell'uomo. Livelli di glucosio nel sangue sotto 
i 40 mg/100 mL sono indice di una grave ipoglicemia. 


sto scopo sono stati sviluppati diversi sistemi di controllo. I 
più importanti regolatori della concentrazione di glucosio 
nel sangue sono gli ormoni insulina, glucagone e adrenali- 
na, trattati nella prossima sezione. 


SOMMARIO 23.2 
Metabolismi tessuto-specifici: la divisione 
del lavoro 

e Nei mammiferi vi è una divisione del lavoro metaboli- 
co tra organi e tessuti specializzati. Il fegato è deputato 
alla distribuzione e alla modificazione delle sostanze 
nutritive. Gli zuccheri e gli amminoacidi prodotti du- 
rante la digestione attraversano l’epitelio intestinale ed 
entrano nel sangue, che li trasporta poi al fegato. Una 
parte dei triacilgliceroli assunti con la dieta arriva al fe- 
gato, dove gli acidi grassi presenti in queste molecole 
lipidiche vengono utilizzati per processi diversi. 

e Il glucosio 6-fosfato è l’intermedio fondamentale del 
metabolismo dei carboidrati. Può essere polimerizzato 
a glicogeno, defosforilato a glucosio nel sangue, oppure 
convertito in acidi grassi, a opera dell’acetil-CoA. Inol- 
tre, può essere degradato nella glicolisi, nel ciclo dell’a- 
cido citrico e nella catena respiratoria per formare ATE, 
o nella via del pentosio fosfato per produrre pentosi e 
NADPH. 

e Gli amminoacidi sono utilizzati per sintetizzare le pro- 
teine epatiche e plasmatiche, oppure i loro scheletri 
carboniosi possono essere convertiti in glucosio e glico- 
geno nella gluconeogenesi; l'’ammoniaca prodotta dalla 
loro deamminazione viene trasformata in urea. 

e Nel fegato gli acidi grassi possono essere convertiti in 
triacilgliceroli, in fosfolipidi o in colesterolo e nei suoi 
esteri; questi composti sono trasportati dalle lipopro- 
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teine plasmatiche al tessuto adiposo, dove sono imma- 
gazzinati. Gli acidi grassi possono anche essere ossidati 
per generare ATP o formare corpi chetonici che, attra- 
verso il circolo sanguigno, vengono inviati agli altri tes- 
suti. 

e Il tessuto adiposo bianco conserva grandi quantità di 
triacilgliceroli, che poi rilascia nel sangue in risposta 
all’adrenalina o al glucagone. Il tessuto adiposo bruno 
è specializzato per la termogenesi, che deriva dall’ossi- 
dazione degli acidi grassi in mitocondri disaccoppiati. 

e Il muscolo scheletrico è specializzato nella produzione 
di ATP utilizzato per generare lavoro meccanico. Du- 
rante un’attività muscolare da bassa a moderata, l’os- 
sidazione degli acidi grassi e del glucosio costituisce la 
principale fonte di ATP Durante un'attività muscolare 
intensa, il glicogeno diventa la fonte principale di com- 
bustibili metabolici, generando ATP attraverso la fer- 
mentazione lattica. Durante la fase di recupero il latta- 
to viene riconvertito in glicogeno e glucosio nel fegato 
a opera della gluconeogenesi, e viene poi utilizzato per 
rifornire il glicogeno muscolare. La fosfocreatina è una 
fonte immediata di ATP durante la contrazione attiva. 

e Il cuore ricava quasi tutto l’ATP di cui ha bisogno dalla 
fosforilazione ossidativa; gli acidi grassi sono i combu- 
stibili metabolici principali. 

e I neuroni del cervello utilizzano come combustibili 
metabolici soltanto il glucosio e il B-idrossibutirrato; 
quest’ultimo è importante durante un periodo di di- 
giuno prolungato. Il cervello impiega la maggior parte 
della sua energia sotto forma di ATP nel trasporto atti- 
vo degli ioni Na' e K* per mantenere il potenziale elet- 
trico delle membrane neuronali. 

e Il sangue trasporta nutrienti, prodotti di scarto e segnali 
ormonali a tutti i tessuti e a tutti gli organi. È costitui- 
to da cellule (eritrociti, leucociti e piastrine) e da acqua 
ricca di elettroliti (plasma) contenente molte proteine. 


Regolazione ormonale del metabolismo 
energetico 


Gli aggiustamenti che istante per istante mantengono i 
livelli di glucosio costanti intorno a una concentrazione 
di 4,5 mm coinvolgono l’azione coordinata di insulina, 
glucagone, adrenalina e cortisolo sui processi metabolici 
di molti tessuti del corpo, specialmente fegato, muscolo 
e tessuto adiposo. Linsulina segnala ai tessuti che la con- 
centrazione di glucosio nel sangue è più alta del neces- 
sario; come risultato, l’eccesso di glucosio viene assorbi- 
to dal sangue e convertito in composti di riserva, come il 
glicogeno e i triacilgliceroli. Il glucagone trasmette inve- 
ce il messaggio che la disponibilità di glucosio è limitata; 
i tessuti rispondono producendo glucosio attraverso la 
demolizione del glicogeno e la gluconeogenesi (nel fega- 
to), e ossidando i grassi per ridurre il consumo di gluco- 
sio. adrenalina viene rilasciata nel sangue per preparare 
i muscoli, i polmoni e il cuore a un'intensa attività. Infi- 
ne, il cortisolo media la risposta agli stress a lungo termi- 
ne. Discuteremo queste regolazioni ormonali prendendo 
in considerazione tre stati metabolici - buona nutrizio- 
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ne, digiuno e digiuno prolungato - e soffermandoci sulle 
conseguenze metaboliche del diabete mellito, uno stato 
patologico che deriva da una modificazione nella via che 
controlla il metabolismo del glucosio. 


e L'insulina segnala alti livelli di glucosio nel sangue 

Agendo attraverso recettori localizzati sulla membrana pla- 
smatica (vedi le Figure 12.15 e 12.16), l’insulina stimola 
l'assunzione del glucosio da parte del tessuto muscolare e 
del tessuto adiposo (Tabella 23.3), dove il glucosio viene 
convertito in glucosio 6-fosfato. insulina, nel fegato, atti- 
va anche la glicogeno sintasi e inattiva la glicogeno fosfo- 
rilasi, in modo che la maggior parte del glucosio 6-fosfato 
venga incanalata verso la sintesi del glicogeno. 

Linsulina stimola anche la conservazione dei combu- 
stibili metabolici in eccesso sotto forma di grassi (Figura 
23.25) e, nel fegato, attiva sia l'ossidazione del glucosio 6-fo- 
sfato a piruvato, mediante la glicolisi, sia l'ossidazione del 
piruvato ad acetil-CoA. Pacetil-CoA che non viene ossidato 
per la produzione di energia viene usato, nel fegato, per la 
sintesi di acidi grassi, che sono poi esportati nel tessuto adi- 
poso come triacilgliceroli legati alle lipoproteine plasmati- 
che (VLDL; vedi la Figura 21.40). Einsulina stimola la sin- 
tesi di triacilgliceroli negli adipociti, usando gli acidi grassi 
rilasciati dai triacilgliceroli delle VLDL. Questi acidi grassi 
derivano dal glucosio in eccesso che è stato trasportato al 
fegato attraverso il sangue. In sostanza, l’insulina favorisce 
la conversione del glucosio in eccesso presente nel sangue 
in due forme di deposito: il glicogeno (nel fegato e nel mu- 
scolo) e i triacilgliceroli (nel tessuto adiposo). 

Oltre ad agire in modo diretto sul muscolo e sul fega- 
to, influenzando il metabolismo degli zuccheri e dei gras- 
si in questi due organi, l’insulina agisce sul cervello per in- 
viare indirettamente dei segnali a questi tessuti, come ve- 
dremo in seguito. 


e  Lecellule {3 del pancreas secernono insulina in risposta 

a un aumento della concentrazione di glucosio nel sangue 
Quando il glucosio entra nel flusso sanguigno dall’inte- 
stino dopo un pasto ricco di carboidrati, l’aumento della 
concentrazione di glucosio nel sangue determina un rila- 
scio di insulina, mentre la secrezione del glucagone, sem- 
pre da parte del pancreas, tende a rallentare. Il rilascio di 
insulina è regolato principalmente dalla quantità di glu- 
cosio che il sangue trasporta al pancreas. Gli ormoni pep- 
tidici insulina, glucagone e somatostatina sono prodotti 
da gruppi di cellule specializzate del pancreas, le isole di 
Langerhans (Figura 23.26), costituiti da tre differenti tipi 
di cellule, ognuna delle quali produce un solo tipo di or- 
mone: le cellule a producono il glucagone, le cellule f} l’in- 
sulina e le cellule è la somatostatina. 

Come mostrato nella Figura 23.27 quando la concentra- 
zione di glucosio nel sangue aumenta, © il trasportatore di 
glucosio GLUT?2 lo convoglia immediatamente nelle cellule 
B del pancreas, dove viene convertito in glucosio 6-fosfato 
dall’esochinasi IV (glucochinasi) ed entra nel processo gli- 
colitico. aumento della velocità del catabolismo del glu- 
cosio @ causa un incremento della concentrazione di ATP 
che porta alla chiusura dei canali del K* ATP-dipenden- 
ti della membrana plasmatica. © Lefflusso ridotto di K* 
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M Tabella 23.3 Effetti dell'insulina sulla concentrazione di glucosio nel sangue: assunzione di glucosio da parte delle cellule 
e sua trasformazione in depositi di glicogeno e trigliceridi 


Effetto metabolico 

Assunzione di glucosio (muscolo, tessuto adiposo) 
Assunzione di glucosio (fegato) 

7 Sintesi del glicogeno (fegato, muscolo) 

| Demolizione del glicogeno (fegato, muscolo) 


7 Glicolisi, produzione di acetil-CoA (fegato, muscolo) 


7 Sintesi degli acidi grassi (fegato) 


7 Sintesi dei triacilgliceroli (tessuto adiposo) 


Enzima bersaglio 

 Trasportatore del glucosio (GLUT4) 

1 Glucochinasi (aumento dell'espressione) 
 Glicogeno sintasi 

} Glicogeno fosforilasi 

| PFK-1 (attraverso | PFK-2) 


1 Complesso della piruvato deidrogenasi 


1 Acetil-CoA carbossilasi 


| Lipoproteina lipasi 


— Insulina L al cervello, al tessuto adiposo, al muscolo 
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Figura 23.25 Stato di buona nutrizione: il fegato lipogenico. 
Subito dopo un pasto ricco di calorie giungono al fegato glucosio, 
acidi grassi e amminoacidi. Le frecce blu indicano la via seguita 

dal glucosio; le frecce arancioni quella seguita dai lipidi. In risposta 
all'aumentata concentrazione di glucosio nel sangue viene rilasciata 
l'insulina, che stimola l'assunzione di glucosio da parte dei tessuti. 
Una parte del glucosio viene esportata nel cervello come fonte 
energetica; una parte giunge invece al tessuto adiposo e ai muscoli. 
Nel fegato, l'eccesso di glucosio viene ossidato ad acetil-CoA, 


depolarizza la membrana (come è già stato discusso nella 
Sezione 12.6, l’uscita di ioni K* attraverso un canale del K° 
aperto iperpolarizza la membrana; la chiusura del canale 
depolarizza invece la membrana) causando l’apertura dei 
canali del Ca-*.© Il conseguente aumento della concentra- 


che viene usato per la sintesi degli acidi grassi; questi vengono 

poi trasferiti come triacilgliceroli dalle VLDL al tessuto adiposo 

e ai muscoli. Il NADPH necessario per la sintesi dei lipidi deriva 
dall'ossidazione del glucosio nella via del pentosio fosfato. l'eccesso 
di amminoacidi viene convertito in piruvato e in acetil-CoA, che 
vengono usati anche per la sintesi lipidica. | grassi della dieta vengono 
assorbiti nell'intestino e trasferiti dai chilomicroni, attraverso il sistema 
linfatico, al tessuto adiposo e ai muscoli. 


zione del calcio intracellulare induce @ il rilascio per eso- 
citosi dell’insulina, stimolato anche dal sistema nervoso pa- 
rasimpatico. Il sistema nervoso simpatico, al contrario, ini- 
bisce la secrezione di insulina. Un semplice meccanismo di 
inibizione retroattiva limita il rilascio dell'ormone: l’insuli- 
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na abbassa il livello del glucosio, stimolando il trasporto del 
glucosio nei tessuti. La diminuzione dei livelli di glucosio 
ematico viene avvertita dalle cellule B attraverso una ridu- 
zione della velocità della reazione esochinasica; ciò rallenta 
o blocca il rilascio di insulina. Questa regolazione retroat- 
tiva mantiene la concentrazione del glucosio ematico qua- 
si costante, anche se l’assunzione del glucosio con la dieta 
varia considerevolmente. 
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Figura 23.26 Il sistema endocrino del pancreas. Oltre alle 

cellule esocrine (vedi la Figura 18.3b), che secernono gli enzimi 
digestivi sotto forma di zimogeni, il pancreas ha anche un tessuto 
endocrino costituito dalle isole di Langherans. Le isole di Langherans 
contengono cellule a, f e è (note anche come cellule A, B e D), 
ognuna delle quali secerne uno specifico ormone peptidico. 


Lattività dei canali del K* controllati dall’ATP è 
F fondamentale per la regolazione della secrezione 
dell’insulina da parte delle cellule B. Questi ca- 
nali sono ottameri formati da quattro subunità identiche 
Kir6.2 e quattro subunità SUR1 e hanno strutture simili a 
quelle dei canali del K* dei batteri e delle altre cellule eu- 
cariotiche (vedi le Figure 11.47 e 11.48). Le quattro sub- 
unità Kir6.2 formano un cono intorno al canale del K* e 
fanno da filtro di selettività. Esse contribuiscono al mec- 
canismo di regolazione da parte dell’ATP (Figura 23.28): 
infatti quando la [ATP] aumenta (il che indica un incre- 
mento del glucosio ematico), i canali del K* si chiudono, 
depolarizzando la membrana e provocando il rilascio 
dell’insulina, come mostrato nella Figura 23.27. 

Alcuni derivati della sulfonilurea, usati nel tratta- 
mento orale del diabete mellito di tipo 2, si legano alle sub- 
unità SURI1 (recettori della sulfonilurea) dei canali del K', 
chiudendoli e stimolando il rilascio dell’insulina. Questi 
farmaci sulfonilurcici, di cui fa parte la tolbutammide, fu- 
rono sviluppati negli anni ’50, ma in seguito altri compo- 
sti come la gliburide (Micronase), la glipizide (Glucotrol) 
e la glimepiride (Amaryl) sono risultati più potenti e me- 


Figura 23.27 Regolazione della secrezione di 
insulina da parte delle cellule f del pancreas in 
base alla concentrazione di glucosio nel sangue. 
Quando i livelli di glucosio nel sangue sono alti, 
l'attivazione del metabolismo del glucosio nelle 
cellule f del pancreas porta all'incremento della 
concentrazione intracellulare di ATP, che provoca 

la chiusura dei canali del K* nella membrana 
plasmatica, depolarizzandola. In risposta alla 
depolarizzazione della membrana innescata 
dall'elevata [ATP], si aprono i canali del Ca?* 
voltaggio-dipendenti, consentendo l'ingresso 
degli ioni calcio nella cellula. (Il Ca?* viene rilasciato 
anche dal reticolo endoplasmatico, in risposta 
all'iniziale aumento della concentrazione di Ca?* nel 
citosol.) L'aumento della concentrazione del calcio 
intracellulare porta alla liberazione dell'insulina per 
esocitosi. | numeri si riferiscono ai processi discussi 
nel testo. 
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no dannosi. (Nelle formule riportate sotto la sulfonilurea 
è ombreggiata in rosa.) Queste molecole vengono talvolta 
somministrate insieme all’insulina, ma spesso sono in gra- 
do da sole di controllare il diabete di tipo 2. 
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Fortunatamente le mutazioni dei canali del K* control- 
lati dall’ATP sono rare. Alterazioni nella subunità Kir6.2 
che mantengono i canali del K* costantemente aperti (resi- 
dui in rosso nella Figura 23.28b), provocano il diabete mel- 
lito neonatale, caratterizzato da una notevole iperglicemia, 
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che richiede una terapia insulinica. Altre mutazioni nelle 
subunità Kir6.2 o SURI1 (residui in blu nella Figura 23.28b) 
mantengono i canali del K* costantemente chiusi e provo- 
cano il continuo rilascio di insulina. Se non vengono trat- 
tati, i soggetti portatori di tali mutazioni sviluppano iperin- 
sulinemia congenita (iperinsulinismo infantile). L’eccesso 
di insulina causa una notevole ipoglicemia (una bassa con- 
centrazione di glucosio), che può provocare danni irrever- 
sibili al cervello. Un trattamento di questa forma patologi- 
ca comporta la rimozione di una parte del pancreas, per ri- 
durre la produzione di insulina. O 


e Ilglucagonerispondea bassi livelli di glucosio nel sangue 
Alcune ore dopo un pasto ricco di carboidrati i livelli di 
glucosio nel sangue tendono a scendere per la continua 
ossidazione operata dal cervello e da altri tessuti. L’abbas- 
samento della concentrazione di glucosio porta alla se- 
crezione di glucagone e riduce il rilascio di insulina (Fi- 
gura 23.29). 

Il glucagone determina un aumento della concentrazio- 
ne di glucosio nel sangue mediante diverse vie alternative 
(Tabella 23.4). Come l'adrenalina, il glucagone stimola la 
demolizione di glicogeno epatico attivando la glicogeno fo- 
sforilasi e contemporaneamente inattivando la glicogeno 
sintasi; entrambi gli effetti sono il risultato della fosforila- 
zione di enzimi regolati, innescata dal CAMP Nel fegato il 
glucagone inibisce la demolizione del glucosio attraverso la 
glicolisi e stimola la sintesi di glucosio attraverso la gluco- 
neogenesi. Entrambi questi effetti derivano dall’abbassa- 
mento dei livelli di fruttosio 2,6-bisfosfato, un inibitore al- 
losterico dell'enzima gluconeogenico fruttosio 1,6-bisfosfa- 
tasi (FBPasi-1) e un attivatore dell’enzima glicolitico fosfo- 
fruttochinasi-1. Si ricordi che la concentrazione di fruttosio 
2,6-bisfosfato è sotto il controllo di reazioni di fosforilazione 
di proteine cAMP-dipendenti (vedi la Figura 15.19). Il glu- 


Figura 23.28 Canali del K* attivati dall’ATP nelle cellule pf. 

(a) Il canale controllato dall'ATP, inserito nel piano della membrana. 

Il canale è formato da quattro subunità identiche Kir6.2, mentre 
all'esterno vi sono quattro subunità SURI (recettori della sulfonilurea). 
Le subunità di SUR1 hanno siti di legame per l'ADP e per il 

farmaco diazossido, che favoriscono l'apertura del canale, e per la 
tolbutammide, un farmaco sulfonilureico che favorisce la chiusura 

del canale. Le subunità di Kir6.2 costituiscono il canale e contengono, 
nella porzione citoplasmatica, siti di legame per l’ATP e per il 
fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfato (PIP), che favoriscono rispettivamente 
la chiusura e l'apertura del canale. (b) Struttura della porzione del 
canale formata dalle Kir6.2, inserita nel piano della membrana. Per 
chiarezza, sono mostrati solo due domini transmembrana e due 
domini citosolici. Nella regione del filtro della selettività sono mostrati 
tre ioni K* (in verde). La mutazione di alcuni residui amminoacidici 

(in rosso) provoca il diabete neonatale. La mutazione di altri residui 
amminoacidici (in blu) provoca l'iperinsulinismo infantile. La struttura 
mostrata (per gentile concessione di Frances Ashford e collaboratori 
dell'Università di Oxford) non è stata ottenuta per cristallografia, ma 
sovrapponendo la sequenza nota della Kir6.2 sulla struttura cristallina 
di un canale Kir batterico (KirBac 1.1; PDB ID 1P7B) e sui domini 
ammino- e carbossiterminali di un'altra proteina Kir, la Kir3.1) (PDB ID 
1U4E). Si confronti questa struttura con quella del canale del K* nella 
Figura 11.48. 
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Figura 23.29 Stato di digiuno: il fegato 
glucogenico. Dopo alcune ore di digiuno, il 
fegato diventa la fonte principale di glucosio 
per il cervello. Il glicogeno del fegato viene 
demolito, mentre il glucosio 1-fosfato 

viene convertito in glucosio 6-fosfato e 
successivamente in glucosio libero, che 
viene rilasciato nel flusso sanguigno. Per il 
processo di gluconeogenesi vengono anche 
utilizzati gli amminoacidi provenienti dalla 
demolizione delle proteine e il glicerolo 
ATP. dei triacilgliceroli del tessuto adiposo. Per 

il fegato i nutrienti principali diventano gli 
acidi grassi e l'acetil-CoA in eccesso viene 
convertito in corpi chetonici che vengono 
esportati verso gli altri tessuti come fonte 
energetica. Quando l'apporto di glucosio 
inizia a diminuire, i corpi chetonici diventano 
per il cervello una fonte di nutrienti 
fondamentale (vedi la Figura 23.21). Le frecce 
blu indicano la via del glucosio; le frecce 
arancioni la via dei lipidi; le frecce viola la via 
degli amminoacidi. 


Tessuto 
adiposo 


BM Tabella 23.4 Effetti del glucagone sulla concentrazione di glucosio nel sangue: produzione e rilascio di glucosio 


da parte del fegato 
Effetto metabolico 
7 Demolizione del glicogeno (fegato) Glicogeno — glucosio 


| Sintesi del glicogeno (fegato) 


 Mobilizzazione degli acidi grassi 
(tessuto adiposo) 


| Chetogenesi 


cagone inibisce anche l'enzima glicolitico piruvato chinasi 
(sempre attraverso una fosforilazione cAMP-dipendente), 
bloccando quindi la conversione del fosfoenolpiruvato in 
piruvato e impedendo l’ossidazione del piruvato nel ciclo 
dell’acido citrico; l’accumulo di fosfoenolpiruvato che ne 
consegue favorisce il processo della gluconeogenesi. Que- 
sto effetto è ulteriormente amplificato dal fatto che il glu- 
cagone stimola la sintesi dell'enzima gluconeogenico PEP 
carbossichinasi. Mediante la stimolazione della demolizio- 
ne del glicogeno, il blocco della glicolisi e l’induzione della 
gluconeogenesi negli epatociti, il glucagone consente al fe- 
gato di rilasciare glucosio nel sangue, ripristinando i livelli 
normali dello zucchero nel flusso sanguigno. 

Nonostante il suo bersaglio principale sia il fegato, il glu- 
cagone (come l'adrenalina) incide anche sul tessuto adipo- 
so, promuovendo la degradazione dei triacilgliceroli attra- 
verso l'attivazione della perilipina e della triacilglicerolo li- 


Effetto sul metabolismo del glucosio 


Meno glucosio conservato come glicogeno 


Meno glucosio consumato dal fegato e dal muscolo 


Fonte energetica alternativa al glucosio nel cervello 


Enzima bersaglio 


 Glicogeno fosforilasi 


| Glicogeno sintasi 


y Glicolisi (fegato) Meno glucosio consumato nel fegato y PFK-1 
Amminoacidi | FBPasi-2 

7 Gluconeogenesi (fegato) Glicerolo —> glucosio | Piruvato chinasi 
Ossalacetato  PEP carbossichinasi 


7 Triacilglicerolo lipasi ormone-sensibile 
1 PKA (perilipina-®) 


J Acetil-CoA carbossilasi 


pasi ormone-sensibile mediante una fosforilazione CAMP- 
dipendente. Questa lipasi libera acidi grassi, che vengono 
esportati nel fegato e negli altri tessuti come combustibili 
metabolici; l’arrivo di queste nuove sostanze nutritive por- 
ta a un risparmio di glucosio, che può essere utilizzato dal 
cervello. Feffetto netto del glucagone è quello di stimolare 
la sintesi e il rilascio di glucosio dal fegato e di mobilizza- 
re gli acidi grassi dal tessuto adiposo perché possano esse- 
re usati al posto del glucosio come fonte di energia in tes- 
suti diversi dal cervello. Tutte queste alterazioni metaboli- 
che determinate dal glucagone sono mediate dalla fosfori- 
lazione di proteine dipendente da cAMP. 


e Durante ildigiuno il metabolismo si modifica 

per rifornire il cervello di sostanze nutrienti 
Le riserve energetiche di un uomo adulto sono di tre tipi: 
il glicogeno, conservato nel fegato e nel muscolo in quan- 
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BM Tabella 23.5 Disponibilità di combustibili metabolici in un uomo di 70 kg e in un uomo obeso di 140 kg, all'inizio di un digiuno 


Tipo di combustibile 

Uomo di 70 kg 

Triacilgliceroli (tessuto adiposo) 
Proteine (principalmente muscolo) 
Glicogeno (muscolo, fegato) 
Sostanze circolanti (glucosio, acidi grassi, triacilgliceroli ecc.) 
Totale 

Uomo obeso di 140 kg 
Triacilgliceroli (tessuto adiposo) 
Proteine (principalmente muscolo) 
Glicogeno (muscolo, fegato) 
Sostanze circolanti 


Totale 


Peso (kg) 


Equivalente calorico 
[in migliaia di kcal (kJ)] 


Tempo di sopravvivenza 
stimato (mesi)* 


140 (590) 
24 (100) 
0,90 (3,8) 
0,10 (0,42) 
165 (690) 3 


750 (3100) 
32 (130) 
0,92 (3,8) 
0,11 (0,46) 
783 (3200) 14 


# Il tempo di sopravvivenza è stato calcolato considerando che il consumo basale di energia sia di 1800 kcal al giorno. 


tità relativamente piccole; i triacilgliceroli, presenti in 
grandi quantità nel tessuto adiposo; le proteine dei tessu- 
ti, che possono essere degradate per generare altro mate- 
riale combustibile (Tabella 23.5). 

Due ore dopo il pasto il livello di glucosio nel sangue 
scende lievemente, e i tessuti ricevono il glucosio rilasciato 
dal glicogeno epatico. La sintesi dei triacilgliceroli è molto 
rallentata, o assente. Dopo quattro ore dal pasto la concen- 
trazione di glucosio nel sangue è ulteriormente scesa; la se- 
crezione di insulina diminuisce e viene stimolata quella del 
glucagone. Questi segnali ormonali determinano la mobi- 
lizzazione dei triacilgliceroli, che diventano la fonte princi- 
pale di energia per il muscolo e il fegato. Nella Figura 23.30 
sono riportate le modificazioni del metabolismo che avven- 
gono durante il digiuno prolungato. 

© Per fornire glucosio al cervello, il fegato degrada al- 
cune proteine (quelle più facilmente disponibili in un or- 
ganismo che non sta ingerendo cibo). Gli amminoacidi non 
essenziali vengono transamminati o deamminati (Capito- 
lo 18); @ i gruppi amminici extra sono trasformati in urea 
nel fegato. L’urea viene poi esportata dal flusso sanguigno 
ai reni e qui escreta con le urine. 

Sempre nel fegato, e un po’ anche nei reni, gli schele- 
tri carboniosi degli amminoacidi glucogenici vengono con- 
vertiti in piruvato o in intermedi del ciclo dell’acido citri- 
co. © Questi intermedi, come anche il glicerolo prodotto 
dai triacilgliceroli nel tessuto adiposo, forniscono il mate- 
riale di partenza per la gluconeogenesi nel fegato, © for- 
mando glucosio da esportare al cervello. @ Gli acidi grassi 
vengono ossidati ad acetil-CoA, ma, quando la concentra- 
zione dell’ossalacetato diminuisce per effetto dell’utilizzo 
degli intermedi del ciclo dell’acido citrico per la gluconeo- 
genesi, @ l'ingresso dell’acetil-CoA nel ciclo viene inibito, 
e l’acetil-CoA si accumula. @ Questo favorisce la forma- 
zione dell’acetoacetil-CoA e dei corpi chetonici nel fegato. 
Dopo alcuni giorni di digiuno, il livello dei corpi chetonici 
nel sangue aumenta (Figura 23.31), man mano che vengo- 
no trasportati dal fegato al cuore, al muscolo scheletrico e 
al cervello, che li utilizzano come combustibili metabolici 
al posto del glucosio (Figura 23.30, ©). 


L’acetil-CoA è un regolatore molto importante per il 
destino del piruvato; esso inibisce allostericamente la pi- 
ruvato deidrogenasi, mentre stimola la piruvato carbos- 
silasi. In questo modo l’acetil-CoA impedisce la sua stessa 
produzione dal piruvato e contemporaneamente stimola 
la conversione del piruvato in ossalacetato, la prima tap- 
pa della gluconeogenesi. 

I triacilgliceroli depositati nel tessuto adiposo di un in- 
dividuo adulto con un peso normale forniscono abbastan- 
za energia da sostenere il metabolismo basale a una velo- 
cità normale per circa tre mesi; un individuo molto obeso 
ha una riserva di energia sufficiente per un digiuno di oltre 
un anno (vedi la Tabella 23.5). Quando le riserve di grasso 
si sono esaurite, comincia la degradazione di proteine es- 
senziali. Ciò determina una perdita della funzionalità del 
cuore e del fegato, seguita, nei casi più estremi, dalla mor- 
te dell’individuo. Le riserve di grassi rappresentano un ade- 
guato rifornimento di energia (calorie) durante il digiuno 
o una dieta molto rigida, ma bisogna fornire all'organismo 
vitamine, sali minerali e una quantità di amminoacidi glu- 
cogenici sufficiente a rimpiazzare quelli utilizzati nella glu- 
coneogenesi. Le diete dimagranti in effetti sono di norma 
integrate con vitamine, minerali, amminoacidi o proteine. 


e  L'adrenalina segnala un'attività imminente 
Quando un animale viene a trovarsi in una situazione di 
stress che richiede una reazione immediata - combatti- 
mento o fuga, in casi estremi - i segnali neuronali genera- 
ti dal cervello innescano il rilascio di adrenalina e di no- 
radrenalina dalla midollare del surrene. Entrambi gli or- 
moni dilatano le vie respiratorie per facilitare l'assunzione 
dell’O;, aumentano la frequenza e la forza cardiaca, inoltre 
innalzano la pressione sanguigna, incrementando il flusso 
di O; e dei combustibili nei tessuti (Tabella 23.6). Questo è 
ciò che si intende per risposta “combatti o fuggi”. 
Fadrenalina agisce principalmente sul muscolo, sul tes- 
suto adiposo e sul fegato. Essa attiva la glicogeno fosfori- 
lasi e inattiva la glicogeno sintasi mediante la fosforilazio- 
ne cAMP-dipendente di questi enzimi, stimolando quin- 
di la conversione del glicogeno epatico in glucosio emati- 
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delle proteine la. chetonici | 
produce in eccesso | 
amminoacidi | sono 
gluconeogenici. i eliminati 
| nelle 
i urine. 
@ Lurea viene | | @Il glucosio viene 


trasferito al 
cervello tramite 
il circolo 


sanguigno. 


trasferita al 
rene ed 

escreta con 

le urine. 


Glucosio 


Pi 


Glucosio 
6-fosfato 


Fosfoenol- 
piruvato 


© Lossalacetato, un 
intermedio del 
ciclo dell'acido 
citrico, viene 
utilizzato nella 
gluconeogenesi. 


Figura 23.30 Metabolismo delle sostanze nutrienti nel 
fegato durante il digiuno prolungato o nel diabete mellito non 
controllato. Le tappe numerate sono descritte nel testo. Una volta 
esaurite le scorte di carboidrati (glicogeno), la gluconeogenesi 

che avviene nel fegato diventa la principale fonte di glucosio per il 
cervello (frecce blu). L'NH; proveniente dalla deamminazione degli 
amminoacidi viene convertita in urea ed escreta (frecce verdi). Gli 
amminoacidi provenienti dalla demolizione delle proteine (frecce 
viola) forniscono i substrati per la gluconeogenesi e il glucosio 


co, il combustibile per il lavoro anaerobico del muscolo. 
Fadrenalina promuove anche la demolizione anaerobica 
del glicogeno del muscolo scheletrico in lattato mediante 
la fermentazione, stimolando la formazione glicolitica di 
ATP Laumento di velocità della glicolisi è dovuto a un in- 
cremento della concentrazione di fruttosio 2,6-bisfosfato, 
un potente attivatore allosterico della fosfofruttochinasi-1, 
l’enzima chiave della glicolisi. adrenalina innesca anche 
la mobilizzazione dei grassi dal tessuto adiposo, attivando 
la triacilglicerolo lipasi (mediante fosforilazione cAMP-di- 
pendente; vedi la Figura 17.3). Infine, l'adrenalina stimo- 
la la secrezione di glucagone e inibisce la secrezione di in- 


6 Gli acidi grassi (rilasciati | 
dal tessuto adiposo) 
vengono ossidati come 
combustibili metabolici 
producendo acetil-CoA. 


(s Bi corpi chetonici 
vengono esportati per 
via ematica al cervello, 

che li utilizza come 
combustibili metabolici. 


Corpi chetonici 


Acetoacetil-CoA 


@ Laccumulo di acetil-CoA 
favorisce la sintesi dei corpi 
chetonici. 


G Lassenza di ossalacetato 
impedisce l’ingresso 
dell’acetil-CoA nel ciclo 
dell’acido citrico 
e l’acetil-CoA si accumula. 


viene esportato al cervello. Gli acidi grassi provenienti dal tessuto 
adiposo vengono importati nel fegato e ossidati ad acetil-CoA 
(frecce arancioni), che costituisce il materiale di partenza per la 
formazione dei corpi chetonici, che saranno poi trasferiti al cervello, 
dove serviranno da fonte di energia (frecce rosse). Quando la 
concentrazione dei corpi chetonici nel sangue supera la capacità 

di riassorbimento da parte dei reni, questi composti cominciano a 
comparire nelle urine. 


sulina, rinforzando il suo effetto sulla mobilizzazione dei 
combustibili metabolici e inibendone la conservazione. 


e  Ilcortisolo segnala condizioni di stress, compresa 
una bassa concentrazione di glucosio 

Varie situazioni di stress (ansia, paura, dolore, emorragie, 
infezioni, bassa concentrazione di glucosio, digiuno) sti- 
molano il rilascio dell'ormone corticosteroideo cortisolo 
da parte della corteccia surrenale. Il cortisolo agisce su 
muscolo, fegato e tessuto adiposo al fine di fornire all’or- 
ganismo combustibile metabolico, per far fronte alla con- 
dizione di stress. Il cortisolo è un ormone ad attività rela- 
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Figura 23.31 Concentrazioni plasmatiche di acidi grassi, 
glucosio e corpi chetonici durante la prima settimana di digiuno. 
Nonostante i meccanismi ormonali responsabili del mantenimento 
costante della concentrazione di glucosio nel sangue, dopo due 
giorni di digiuno (in blu) i livelli di glucosio tendono a diminuire. 

La concentrazione di corpi chetonici, praticamente non misurabile 
prima del digiuno, aumenta considerevolmente dopo 2-4 giorni 

di digiuno (in rosso), e il B-idrossibutirrato è il composto più 
rappresentato. | corpi chetonici acetoacetato e f-idrossibutirrato, 
solubili in acqua, vengono usati come sostanze nutrienti alternative 
al glucosio nei periodi di lunghi digiuni. L'acetone, un altro corpo 
chetonico, non viene metabolizzato, ma viene eliminato con la 
respirazione. Si verifica anche un aumento molto minore degli 

acidi grassi nel plasma (in arancione), che però non contribuisce 

al metabolismo energetico del cervello, dal momento che gli acidi 
grassi non riescono ad attraversare la barriera ematoencefalica. 


tivamente lenta, in quanto altera il metabolismo modifi- 
cando i tipi e le quantità di alcuni enzimi sintetizzati nelle 
sue cellule bersaglio, invece che attraverso la regolazione 
dell’attività di molecole enzimatiche già esistenti. 

Nel tessuto adiposo il cortisolo stimola il rilascio di aci- 
di grassi dalle riserve di triacilgliceroli. Gli acidi grassi sono 
esportati nel sangue e servono da combustibili per molti 
tessuti. Il glicerolo che deriva dalla demolizione dei tria- 
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cilgliceroli viene usato dal fegato per la gluconeogenesi. Il 
cortisolo stimola la demolizione di proteine muscolari e il 
trasferimento degli amminoacidi al fegato, dove sono uti- 
lizzati come precursori della via gluconeogenica. Nel fega- 
to il cortisolo innesca la gluconeogenesi stimolando la sin- 
tesi dell'enzima chiave di questa via, la PEP carbossichina- 
si; il glucagone produce lo stesso effetto, mentre l’insulina 
ha un effetto opposto. Il glucosio prodotto in questo mo- 
do viene conservato nel fegato sotto forma di glicogeno, 
oppure viene esportato immediatamente nei tessuti che 
ne hanno bisogno. Leffetto netto di queste modificazioni 
metaboliche è quello di aumentare i livelli di glucosio fi- 
no a raggiungere quelli normali e di produrre glicogeno 
per supportare attività dell’organismo di norma associa- 
te a risposte a stress. Gli effetti del cortisolo sono quindi 
controbilanciati da quelli dell’insulina. Durante lunghi pe- 
riodi di stress, il rilascio continuo di cortisolo fa diminui- 
re il suo valore adattativo positivo e determina un danno 
ai muscoli e alle ossa, alterando nel contempo la funzione 
endocrina e immunitaria dell'organismo. 


e Ildiabete mellito è provocato da un difetto 
nella produzione di insulina o nella sua azione 
Il diabete mellito è una malattia relativamente 
comune: circa il 6% della popolazione degli Sta- 
ti Uniti presenta anomalie nel metabolismo del 
glucosio, indicative di diabete o di una tendenza ad am- 
malarsi di diabete. La malattia può essere suddivisa in due 
classi principali di diabete mellito: il diabete di tipo 1, 
o diabete mellito insulino-dipendente (IDDM), e il dia- 
bete di tipo 2, o non insulino-dipendente (NIDDM), 
chiamato anche diabete insulino-resistente. 

Nel primo tipo la malattia comincia in giovane età, si ag- 
grava molto rapidamente e risponde alla somministrazio- 
ne di insulina in quanto il difetto metabolico deriva dalla 
distruzione autoimmune delle cellule } del pancreas e da 
una conseguente incapacità di secernere quantità sufficien- 
ti di insulina. LIDDM richiede una terapia a base di insuli- 
na e un costante e attento controllo della quantità di gluco- 
sio ingerito e della dose di ormone somministrata. I sintomi 
caratteristici di entrambi i tipi di diabete sono la sete e una 
frequente orinazione (poliuria), che portano all’assunzio- 
ne di grandi quantità di acqua (polidipsia). (L'espressione 
“diabete mellito” significa proprio “eccessiva secrezione di 


M Tabella 23.6 Effetti fisiologici e metabolici dell'adrenalina: preparazione all'azione 


Effetti immediati 

Effetti fisiologici 

| Frequenza cardiaca 

1 Pressione del sangue 

1 Dilatazione delle vie respiratorie 

Effetti metabolici 

1 Demolizione del glicogeno (muscolo, fegato) 


Sintesi del glicogeno (muscolo, fegato) 


v 


1 Gluconeogenesi (fegato) 
 Glicolisi (muscolo) 
1 Mobilizzazione degli acidi grassi (tessuto adiposo) 


1 Secrezione di glucagone 


Secrezione di insulina 


v 


Effetti complessivi 


Aumento del trasporto di O, ai tessuti (muscolo) 


Aumento della quantità di glucosio da utilizzare a fini energetici 


Aumento della produzione di ATP nel muscolo 


Aumento della disponibilità di acidi grassi da ossidare 


} Aumento degli effetti metabolici dell’adrenalina 
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urina dolce”.) La sintomatologia è dovuta all’escrezione di 
grandi quantità di glucosio nelle urine, una condizione no- 
ta con il nome di glicosuria. 

Il diabete di tipo 2 si sviluppa più lentamente (è tipico 
delle persone anziane e obese), è meno grave e in qualche 
caso inizialmente non viene nemmeno riscontrato. Si trat- 
ta in realtà di un gruppo di malattie in cui viene a mancare 
l’attività regolatrice dell’insulina: l'ormone viene prodotto, 
ma il sistema che risponde all’insulina è difettoso e gli in- 
dividui diventano insulino-resistenti. La relazione tra dia- 
bete di tipo 2 e obesità (descritta più avanti) è un’area di ri- 
cerca in continua espansione. 

In entrambi i casi gli individui diabetici non sono in 
grado di utilizzare in modo efficiente il glucosio del flusso 
sanguigno; si ricordi che l’insulina innesca il trasferimen- 
to del trasportatore del glucosio GLUT4 sulla membrana 
plasmatica delle cellule nel tessuto adiposo e nel musco- 
lo (vedi la Figura 12.16). Con il glucosio non disponibile, 
gli acidi grassi diventano il combustibile metabolico prin- 
cipale, il che porta a un’altra modificazione metabolica 
caratteristica, determinata dalla mancata azione dell’in- 
sulina nel diabete, cioè un’eccessiva ma incompleta ossi- 
dazione degli acidi grassi nel fegato. L’acetil-CoA prodot- 
to dalla B ossidazione non può essere ossidato completa- 
mente nel ciclo dell’acido citrico, a causa dell’inibizione 
del ciclo dovuta all’elevato rapporto [NADH]/[NAD'] 
causato dalla f ossidazione (si ricordi che il NAD* viene 
convertito in NADH in tre delle tappe del ciclo). Laccu- 
mulo di acetil-CoA porta alla sovrapproduzione dei cor- 
pi chetonici acetoacetato e B-idrossibutirrato, i quali non 
possono essere utilizzati dai tessuti extracpatici alla ve- 
locità con cui sono prodotti nel fegato. Oltre all’acetoa- 
cetato e al B-idrossibutirrato, il sangue dei diabetici con- 
tiene acetone, che deriva dalla decarbossilazione sponta- 
nea dell’acetoacetato: 


(0) 
Î Il 
CHz— C— CHya C007 +H,0 — CH3— C— CH; + HCO; 
Acetoacetato Acetone 


Pacetone è un composto volatile e conferisce al respiro 
dei pazienti con diabete non controllato un odore caratte- 
ristico, che in qualche caso può essere confuso con quello 
dell’etanolo. Lo stato confusionale dovuto agli alti livelli di 
glucosio nel sangue di un diabetico può essere scambiato 
in alcuni casi per un’intossicazione, un errore che può ave- 
re conseguenze fatali. La sovrapproduzione di corpi che- 
tonici, condizione detta chetosi, porta a un forte aumen- 
to di questi composti nel sangue (chetonemia) e nelle uri- 
ne (chetonuria). 

I corpi chetonici sono acidi carbossilici che si ionizzano 
rilasciando protoni. Nel diabete non controllato questa libe- 
razione di protoni nei fluidi circolanti può superare la capa- 
cità del sistema tampone bicarbonato del sangue e produrre 
un abbassamento del pH ematico, la cosiddetta acidosi, 0, 
in combinazione con la chetosi, la chetoacidosi, una con- 
dizione potenzialmente molto pericolosa. 

Per la diagnosi e il trattamento del diabete sono essen- 
ziali alcune misure biochimiche sul sangue e sulle urine. 
Un criterio diagnostico efficace è rappresentato dal test 
di tolleranza al glucosio. Dopo una notte di digiuno, al 
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paziente vengono somministrati 100 g di glucosio disciol- 
ti in un bicchiere d’acqua. La concentrazione di glucosio 
nel sangue viene misurata prima dell'assunzione della so- 
stanza e poi a intervalli di 30 minuti per alcune ore. Un 
individuo normale assimila molto facilmente il glucosio, 
e la concentrazione dello zucchero nel sangue non supe- 
ra i valori di 9-10 mm; non si ha praticamente quasi mai 
perdita di glucosio nelle urine. Gli individui con il dia- 
bete mostrano un marcato deficit nell’assimilazione del 
glucosio somministrato durante il test; la concentrazione 
di glucosio nel sangue aumenta oltre la soglia renale (cir- 
ca 10 mw) e lo zucchero viene eliminato nelle urine. O 


SOMMARIO 23.3 
Regolazione ormonale del metabolismo 
energetico 

e La concentrazione di glucosio nel sangue è regolata 
dagli ormoni. Fluttuazioni della concentrazione di glu- 
cosio nel sangue (che normalmente è intorno a 60-90 
mg/100 mL, o circa 4,5 mm), dovute all'assunzione di 
zucchero con la dieta o a un esercizio fisico prolungato, 
sono controbilanciate da variazioni indotte dagli ormo- 
ni nel metabolismo di alcuni organi. 

e Concentrazioni elevate di glucosio nel sangue deter- 
minano la secrezione di insulina, che incrementa la 
velocità di assunzione del glucosio da parte dei tessu- 
ti e favorisce il deposito dei combustibili metabolici 
sotto forma di glicogeno o di triacilgliceroli, mentre 
inibisce la mobilizzazione degli acidi grassi nel tessu- 
to adiposo. 

e Una bassa concentrazione di glucosio determina la se- 
crezione di glucagone, che stimola il rilascio di glucosio 
dal fegato e modifica il metabolismo del fegato e del 
muscolo scheletrico, che cominciano a utilizzare acidi 
grassi risparmiando il glucosio per il cervello. Nel di- 
giuno prolungato, i triacilgliceroli diventano la princi- 
pale sostanza nutritiva; il fegato converte gli acidi gras- 
si in corpi chetonici, che vengono esportati agli altri 
tessuti, fra i quali il cervello. 

e Ladrenalina prepara il corpo a un aumento dell'attività 
fisica mobilizzando il glucosio dal glicogeno e da altri 
precursori e riversandolo nel sangue. 

e Il cortisolo, rilasciato in risposta a vari tipi di stress (tra 
cui anche una bassa concentrazione di glucosio nel 
sangue), stimola la gluconeogenesi nel fegato a partire 
dagli amminoacidi e dal glicerolo, generando un au- 
mento della concentrazione di glucosio nel sangue e 
controbilanciando l’effetto dell’insulina. 

e Nei diabetici l’insulina non viene prodotta o non 
viene riconosciuta dai tessuti, per cui è compromesso 
il trasporto del glucosio dal sangue ai tessuti. Quan- 
do la concentrazione del glucosio nel sangue è molto 
alta, lo zucchero viene escreto nelle urine. I tessuti 
dipendono quindi dagli acidi grassi per la produzione 
di energia (con formazione di corpi chetonici), e de- 
gradano le proteine cellulari per produrre glicogeno 
dagli amminoacidi glicogenici. Il diabete non control- 
lato è caratterizzato da alti livelli di glucosio nel san- 
gue e nelle urine e dalla produzione ed escrezione di 
corpi chetonici. 
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Obesità e regolazione della massa 
corporea 


Negli Stati Uniti il 30% della popolazione adulta 
è obeso e un altro 35% in sovrappeso; l’obesità è 
definita in funzione dell’indice della massa cor- 
porea (BMI), dove BMI = peso in kg/(altezza in m)?. Un 
BMI al di sotto di 25 è considerato normale; un soggetto 
con un BMI compreso tra 25 e 30 è in sovrappeso; un BMI 
superiore a 30 è indice di obesità. L’obesità è una condi- 
zione pericolosa per la vita perché incrementa i rischi di 
sviluppare diabete di tipo 2, infarto cardiaco, ictus e can- 
cro del colon, della mammella, della prostata e dell’endo- 
metrio. Di conseguenza vi è un grande interesse nel capi- 
re come siano regolati massa corporea e immagazzinamen- 
to dei grassi nel tessuto adiposo. O 
A una prima approssimazione si può affermare che l’o- 
besità è il risultato dell’assunzione con la dieta di un ec- 
cesso di calorie rispetto a quelle necessarie all’attività cor- 
porea. L'organismo può far fronte all'eccesso di calorie in 
tre modi: (1) convertendo i combustibili metabolici in ec- 
cesso in grasso e immagazzinandolo nel tessuto adiposo; 
(2) bruciando i nutrienti in eccesso attraverso un incre- 
mento dell’attività fisica; (3) “consumando” l'eccesso ener- 
getico mediante la produzione di calore (termogenesi) di- 
saccoppiando il processo che avviene nei mitocondri. Nei 
mammiferi un gruppo di ormoni e segnali neuronali man- 
tiene bilanciata l'assunzione di sostanze nutrienti con il 
consumo di energia, in modo da contenere il tessuto adi- 
poso entro limiti accettabili. Per capire come insorge l’o- 
besità è necessario analizzare quali sono i controlli e le re- 
golazioni in condizioni di normalità e come vengono alte- 
rati questi meccanismi omeostatici. 


e  Iltessuto adiposo svolge importanti funzioni endocrine 
Tra le prime ipotesi volte a spiegare l’omeostasi del peso 
corporeo, il “modello della regolazione retroattiva dell’a- 
diposità” propone un meccanismo che inibisce l’assunzio- 
ne di cibo e incrementa il consumo di energia ogni volta 
che il peso corporeo aumenta oltre un certo valore (pun- 
to critico). L’inibizione viene poi rimossa quando il peso 
corporeo scende al di sotto di questo punto critico (Figura 
23.32). Questo modello implica che un segnale retroatti- 
vo prodotto nel tessuto adiposo influenzi i centri cerebrali 
che controllano l’assunzione di cibo e l’attività metabolica 
e motoria. Il primo di tali fattori, la leptina, è stato scoper- 
to nel 1994. Ricerche successive hanno messo in evidenza 
che il tessuto adiposo è un importante organo endocrino 
che produce ormoni peptidici, noti come adipochine. Es- 
se possono agire sia localmente (azione autocrina e para- 
crina), sia in modo sistemico (azione endocrina), fornendo 
al cervello informazioni sulla disponibilità di riserve ener- 
getiche (triacilgliceroli) depositate nel tessuto adiposo o in 
altri tessuti. Normalmente le adipochine provocano mo- 
dificazioni nel metabolismo dei combustibili metabolici 0 
nel comportamento alimentare per ristabilire un'adeguata 
riserva di combustibili e mantenere costante il peso corpo- 
reo. Quando le adipochine vengono prodotte in eccesso, 0 
in difetto, il meccanismo di regolazione viene a mancare 
e possono insorgere malattie anche gravi. 
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Figura 23.32 Punti di controllo nel mantenimento di una massa 
corporea costante. Quando aumenta la massa del tessuto adiposo 
(frecce tratteggiate), la leptina che viene rilasciata inibisce l'assunzione 
di cibo e la sintesi di grassi, stimolando l'ossidazione degli acidi grassi. 
Quando invece diminuisce la massa del tessuto adiposo (frecce 
continue) la produzione di leptina si abbassa, aumenta il bisogno di 
cibo e diminuisce l'ossidazione degli acidi grassi. 


La leptina (dal greco leptos, “magro”) è un’adipochina 
(167 amminoacidi) che, una volta raggiunto il cervello, agi- 
sce sui recettori dell’ipotalamo per diminuire l'appetito. La 
leptina fu identificata come il prodotto del gene OB (obe- 
so) in topi da laboratorio. I topi con le due copie del gene 
difettose (genotipo 0b/ob; le lettere minuscole indicano 
che il gene è in una forma mutata) mostrano un compor- 
tamento e una fisiologia tipici di animali in uno stato di di- 
giuno permanente: i livelli di cortisolo nel siero sono sem- 
pre elevati e questi topi non sono in grado di mantenere 
costante la loro temperatura corporea, di crescere normal- 
mente, di riprodursi e di contenere il loro appetito. Come 
conseguenza di quest’ultima incapacità, i topi diventano 
molto obesi, raggiungendo un peso anche tre volte supe- 
riore a quello di un topo normale (Figura 23.33); presen- 
tano anche alterazioni metaboliche molto simili a quelle 
degli animali diabetici e sono insulino-resistenti. Quando 


Figura 23.33 Un difetto nella produzione di leptina porta 
all’obesità. Entrambi questi topi hanno un difetto nel gene 
dell'obesità (0B) e hanno la stessa età. Il topo sulla destra è stato 
trattato con un'iniezione giornaliera di leptina purificata e pesa 35 g; il 
topo sulla sinistra non ha assunto leptina, mangia molto più cibo ed è 
meno attivo; pesa 67 g. 
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la leptina viene iniettata in topi 0b/ob, gli animali mangia- 
no meno, perdono peso e aumentano la loro attività loco- 
motoria e la produzione di calore. 

Un secondo gene del topo, chiamato DB (diabetico), ha 
una funzione nella regolazione dell’appetito. I topi con due 
copie difettose di questo gene (db/db) sono obesi e diabe- 
tici. Il gene DB codifica il recettore per la leptina. Quan- 
do il recettore per la leptina è difettoso, la funzione di se- 
gnale di questa proteina viene persa. 

Il recettore della leptina è espresso principalmente nel- 
le regioni del cervello che controllano l'assunzione di ci- 
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Figura 23.34 Regolazione ipotalamica dell'assunzione di cibo e 
del consumo di energia. (a) Interazione dell'ipotalamo con il tessuto 
adiposo. L'ipotalamo riceve un segnale (leptina) proveniente dal 
tessuto adiposo e risponde agli adipociti con segnali neuronali. (b) 
Gli effetti della stimolazione neuronale dell'adipocita comprendono 
l'attivazione della proteina chinasi A, che innesca la mobilizzazione 
degli acidi grassi dai TAG e la loro ossidazione disaccoppiata 
all'interno dei mitocondri, producendo calore ma 

non ATP. 
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bo, cioè i neuroni del nucleo arcuato dell’ipotalamo (Figu- 
ra 23.34a). La leptina porta il messaggio che le riserve di 
grasso sono sufficienti e induce a ridurre l’assunzione di 
cibo e ad aumentare l’attività motoria, cioè a consumare 
più energia. interazione della leptina con il suo recetto- 
re nell’ipotalamo altera il rilascio di segnali correlati con la 
regolazione dell'appetito. La leptina stimola anche il siste- 
ma nervoso simpatico, aumentando la pressione del san- 
gue, il ritmo cardiaco e la termogenesi mediante il disac- 
coppiamento del trasporto degli elettroni dalla sintesi di 
ATP nei mitocondri del tessuto adiposo (Figura 23.34b). 
Si ricordi che la termogenina, chiamata anche proteina di- 
saccoppiante (UCP1), forma un canale nella membrana in- 
terna del mitocondrio che consente ai protoni di rientra- 
re nella matrice mitocondriale senza attraversare il com- 
plesso dell'ATP sintasi. Ciò permette la continua ossida- 
zione delle sostanze nutrienti (acidi grassi negli adipociti) 
senza la concomitante sintesi di ATP, con dissipazione di 
energia sotto forma di calore e consumo di grandi quanti- 
tà delle calorie ingerite con la dieta o contenute nei gras- 
si di riserva. 


e Laleptinastimola la produzione dell'ormone peptidico 
anoressigenico 

L'assunzione dei nutrienti e il metabolismo sono control- 
lati da due tipi di neuroni del nucleo arcuato dell’ipotala- 
mo (Figura 23.35). I neuroni oressigenici (che stimolano 
l'appetito) inducono all’assunzione di cibo producendo e 
rilasciando il neuropeptide Y (NPY), che trasmette il se- 
gnale a un secondo neurone, che a sua volta invia il mes- 
saggio “mangia” al cervello. I livelli plasmatici di NPY au- 
mentano durante il digiuno e sono elevati anche nei topi 
ob/ob e db/db; l’elevata concentrazione di NPY è probabil- 
mente coinvolta nell’obesità di questi topi, che mangiano 
in modo eccessivo. 

I neuroni anoressigenici (che sopprimono l’appetito) 
del nucleo arcuato dell’ipotalamo producono l'ormone che 
stimola gli a-melanociti (a-MSH, noto anche come me- 
lanocortina), prodotto dal precursore polipeptidico pro- 
oppiomelanocortina (POMCG; Figura 23.5), che trasmette il 
segnale a un secondo neurone, da cui il messaggio “smetti 
di mangiare” giunge al cervello. 

La quantità di leptina che viene rilasciata dal tessuto 
adiposo dipende dal numero e dalle dimensioni di queste 
cellule. Quando si ha una perdita di peso nell’individuo 
diminuiscono la massa del tessuto adiposo e i livelli di lep- 
tina nel sangue, mentre la produzione di NPY aumenta; si 
inverte così il processo mostrato nella Figura 23.34. Il di- 
saccoppiamento del trasporto degli elettroni dalla sinte- 
si di ATP nei mitocondri del tessuto adiposo diminuisce, 
rallentando la termogenesi e risparmiando i combustibili 
metabolici. Diminuisce anche la mobilizzazione dei grassi 
mediata dal CAMP e ne risulta una maggiore assunzione 
di cibo e un’utilizzazione dei nutrienti più efficiente, che 
ristabilisce le riserve di grasso nel tessuto adiposo, ripor- 
tando il sistema in uno stato bilanciato. 

La leptina può partecipare anche al normale sviluppo 
dei circuiti neuronali dell’ipotalamo. Nei topi, la cresci- 
ta della fibre nervose nel nucleo arcuato durante le pri- 
me fasi dello sviluppo del cervello è più lenta in assenza 
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Figura 23.35 Gli ormoni che controllano la fame. Due tipi diversi 
di cellule neurosecretrici nel nucleo arcuato dell'ipotalamo ricevono 
segnali ormonali e rilasciano segnali nervosi alle cellule del muscolo, 
del tessuto adiposo e del fegato. La leptina e l'insulina vengono 
rilasciate rispettivamente dal tessuto adiposo e dal pancreas in 
proporzione alla massa grassa del corpo. | due ormoni agiscono sulle 
cellule anoressigeniche neurosecretrici (in arancione) che rilasciano 
l’a-MSH (melanocortina, l'ormone che stimola il melanocita); 
l'a-MSH trasporta i segnali ai neuroni di secondo ordine 
nell'ipotalamo, che invia all'esterno dei segnali nervosi che 
diminuiscono la fame (“mangia meno”) e stimolano una maggiore 
metabolizzazione delle sostanze nutrienti (“metabolizza di più”). 

La leptina e l’insulina agiscono anche sulle cellule oressigeniche (in 
verde), inibendo il rilascio di NPY e riducendo il segnale “mangia di 
più” indirizzato ai tessuti. Come descritto successivamente nel testo, 
l'ormone gastrico grelina stimola l'appetito attivando le cellule che 
esprimono NPY; il PYY3_3g rilasciato dal colon inibisce questi neuroni 
diminuendo lo stimolo della fame. Ciascuna delle due cellule 
neurosecretrici inibisce la produzione ormonale dell'altra, in modo 
che tutti gli stimoli che attivano le cellule oressigeniche inattivino 

le cellule anoressigeniche e viceversa. Questo rafforza l'effetto dei 
segnali stimolatori. 


di leptina, modificando così la produzione di segnali sia 
oressigenici che (in minore quantità) anoressigenici dell’i- 
potalamo. È possibile che durante lo sviluppo di questi 
circuiti i livelli di leptina determinino la formazione di 
parti specifiche di questo sistema di regolazione. 


e Laleptina innesca una cascata di segnali che regola 
l'espressione genica 

Il segnale della leptina viene trasdotto da un meccanismo 

usato anche dai recettori per l’interferone e per i fattori 

di crescita, cioè il sistema noto come JAK/STAT (Figura 
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23.36; vedi anche la Figura 12.18). Il recettore della leptina 
ha un solo segmento transmembrana e dimerizza quando 
lega il suo ligando leptina sui domini extracellulari di due 
monomeri. I due monomeri del recettore dimerico sono 
fosforilati a livello di residui di ®-Tyr nel dominio intra- 
cellulare da una chinasi Janus (JAK). I residui di fosfoti- 
rosina diventano il sito di ancoraggio di tre proteine che si 
comportano da trasduttori di segnali attivatori della tra- 
scrizione (STAT 3, 5 e 6, chiamate talvolta anche STAT dei 
grassi). Le proteine STAT legate sono poi fosforilate su re- 
sidui di Tyr da parte della stessa JAK. Dopo la fosforilazio- 
ne, le proteine STAT dimerizzano e si spostano nel nucleo, 
dove si legano a specifiche sequenze del DNA stimolando 
l’espressione di geni bersaglio, tra cui i geni del POMC, da 
cui viene prodotto l’a-MSH. 

aumento del catabolismo e della termogenesi gene- 
rato dalla leptina è dovuto in parte all’incremento della 
sintesi della proteina mitocondriale disaccoppiante ter- 
mogenina (prodotta dal gene UCP1) negli adipociti bru- 
ni. La leptina stimola la sintesi di termogenina alterando 
la trasmissione sinaptica dai neuroni del nucleo arcuato 
agli adipociti e ad altri tessuti attraverso il sistema nervo- 
so simpatico. Il conseguente aumento del rilascio di no- 
radrenalina in questi tessuti agisce attraverso i recettori 
B3-adrenergici stimolando la trascrizione del gene UCP1; il 
disaccoppiamento del trasferimento degli elettroni dalla 
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Figura 23.36 Il meccanismo JAK/STAT che trasduce 

il segnale della leptina nell’ipotalamo. Il legame della 
leptina induce la dimerizzazione del suo recettore, seguita 
dalla fosforilazione di residui di Tyr nel dominio citosolico del 
recettore, catalizzata dalla chinasi Janus (JAK). Le proteine STAT, 
legate al recettore fosforilato della leptina, sono ora fosforilate 
a livelli di residui di Tyr a opera dell'attività di JAK. Le proteine 
STAT dimerizzano, legandosi l'una all'altra mediante i residui 
di fosfotirosina, ed entrano nel nucleo, dove interagiscono con 
specifiche regioni regolatrici nel DNA e alterano l'espressione 
di geni specifici. | prodotti di questi geni alla fine influenzano 
l'assunzione di cibo e il consumo di energia. 
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fosforilazione ossidativa consuma grassi ed è un processo 
termogenico (Figura 23.34). 

Può l'obesità dell’uomo essere il risultato di un’insuffi- 
ciente produzione di leptina e quindi essere trattabile con 
iniezioni di questo ormone? I livelli di leptina nel sangue 
sono di solito più elevati negli animali obesi (compreso l’uo- 
mo) rispetto agli animali con una massa corporea normale 
(eccetto il caso di animali ob/ob, che non possono sintetiz- 
zare leptina). Negli individui obesi il sistema di riconosci- 
mento della leptina presenta dei difetti in qualche suo ele- 
mento, e l'incremento della leptina è il risultato di un ten- 
tativo (fallito) di superare la resistenza alla leptina che si 
viene a creare. In casi molto rari di estrema obesità in uo- 
mini che avevano il gene della leptina (0B) difettoso, inie- 
zioni di leptina hanno determinato una notevole riduzione 
del peso corporeo. Nella maggior parte degli individui obe- 
si, comunque, il gene OB è intatto. In alcune prove cliniche 
l'iniezione di leptina non ha prodotto una perdita di peso 
considerevole, come si osserva invece negli animali obesi 
ob/ob trattati in laboratorio. Per spiegare questa assenza di 
risultati nell’obesità dell’uomo occorre considerare proba- 
bilmente uno o più fattori coinvolti nel controllo della mas- 
sa corporea oltre alla leptina. 


e  Ilsistema della leptina potrebbe essersi evoluto 
per regolare la risposta al digiuno 

È probabile che il sistema della leptina si sia evoluto per 
regolare l’attività e il metabolismo degli animali durante 
i periodi di digiuno più o meno prolungato, ma non co- 
me un sistema per il controllo del peso corporeo. La ridu- 
zione dei livelli di leptina conseguente a una carenza nu- 
trizionale inverte il processo termogenico illustrato nella 
Figura 23.34, permettendo una maggiore conservazione 
dei combustibili metabolici. Nell’ipotalamo, il decremen- 
to del segnale della leptina provoca anche una riduzione 
della produzione degli ormoni tiroidei, con un rallenta- 
mento del metabolismo basale e degli ormoni sessuali 
(che agiscono sulla riproduzione). Contemporaneamen- 
te si verifica un aumento della produzione dei glucocor- 
ticoidi che mobilizzano le risorse delle sostanze che gene- 
rano energia. Riducendo al minimo il dispendio di ener- 
gia e utilizzando al massimo le riserve endogene le rispo- 
ste mediate dalla leptina possono consentire a un anima- 
le di sopravvivere per periodi di grave deficit nutriziona- 
le. Nel fegato e nel muscolo la leptina stimola la protei- 
na chinasi attivata dall’AMP (AMPK), favorendo così 
l’inibizione della sintesi degli acidi grassi e l'attivazione 
dell’ossidazione degli acidi grassi, cioè i processi che ge- 
nerano energia. 


e  L'insulina agisce sul nucleo arcuato dell’ipotalamo, 
regolando l'assunzione di cibo e il processo 
di conservazione dell'energia 
La secrezione dell’insulina riflette sia le dimensioni delle 
riserve di grasso (adiposità), sia il bilancio energetico cor- 
rente (livello di glucosio nel sangue). Oltre alle azioni en- 
docrine che esercita sui vari tessuti, l’insulina agisce sul 
sistema nervoso centrale (nell’ipotalamo) inibendo l’ap- 
petito (Figura 23.35). I recettori dell’insulina nei neuro- 
ni oressigenici del nucleo arcuato inibiscono il rilascio di 


© 978-88-08-26148-9 


Recettore 
dell’insulina 


Recettore TY 
della leptina ii GIRA 


Membrana 
| ( plasmatica 


Citosol 


Inibizione dell’assunzione 
di cibo 


Figura 23.37 Un possibile meccanismo di interazione tra i 
recettori dell’insulina e della leptina. Il recettore per l’insulina ha 
un'attività tirosina chinasica intrinseca (vedi la Figura 12.15); 
quando il recettore per la leptina interagisce con il suo ligando 
viene fosforilato da una tirosina chinasi solubile (JAK). Una possibile 
spiegazione per le interazioni tra leptina e insulina osservate è che 
possano fosforilare lo stesso substrato: nel caso qui mostrato il 
substrato 2 del recettore insulinico (IRS-2). Quando viene fosforilato, 
IRS-2 attiva la PI3K, che scatena una serie di eventi, fra i quali 
l'inibizione dell'assunzione di cibo. IRS-2 integra i segnali provenienti 
da questi due recettori. 


NPY, mentre i recettori dell’insulina dei neuroni anores- 
sigenici stimolano la produzione di a-MSH, diminuendo 
l'assunzione dei combustibili metabolici e aumentando 
la termogenesi. Attraverso i meccanismi discussi nella Se- 
zione 23.3, l’insulina segnala anche al muscolo, al fegato e 
al tessuto adiposo di incrementare la conversione di glu- 
cosio in acetil-CoA, in modo da rifornire il precursore per 
la sintesi dei grassi. 

Le azioni della leptina e dell’insulina non sono com- 
pletamente indipendenti. La leptina rende le cellule del 
muscolo e del fegato più sensibili all’insulina. Questo ef- 
fetto potrebbe dipendere da un'interazione tra le tirosina 
chinasi attivate dalla leptina e quelle attivate dall’insulina 
(Figura 23.37). I secondi messaggeri comuni alle due vie 
di trasduzione del segnale permetterebbero alla leptina di 
innescare gli stessi eventi promossi dall’insulina, tramite 
il substrato 2 del recettore dell’insulina (IRS-2) e la fosfa- 
tidilinositolo 3-chinasi (PI3K) (Figura 12.16). 


e L'adiponectina agisce tramite l’AMPK e aumenta 
la sensibilità all'insulina 

Ladiponectina è un ormone peptidico (224 amminoacidi) 
prodotto quasi esclusivamente nel tessuto adiposo. Que- 
sta proteina è un’adipochina che sensibilizza altri organi 
all’azione dell’insulina, esercita un’azione protettiva con- 
tro l’aterosclerosi e inibisce le risposte infiammatorie (l’a- 
desione dei monociti, la trasformazione dei macrofagi, e 
la proliferazione e migrazione delle cellule del muscolo 
vascolare liscio). L’adiponectina circola nel sangue e mo- 
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difica significativamente il metabolismo degli acidi grassi 
e dei carboidrati nei muscoli e nel fegato. Questo ormone 
aumenta la velocità di assunzione degli acidi grassi presen- 
ti nel sangue da parte dei miociti e anche la velocità della 
loro ossidazione attraverso l'ossidazione nel muscolo. Ne- 
gli epatociti l’ormone blocca la sintesi degli acidi grassi e 
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la gluconeogenesi, mentre nel muscolo e nel fegato stimo- 
la il trasporto e il catabolismo del glucosio. 

Questi effetti dell’adiponectina sono indiretti e non so- 
no ancora stati pienamente chiariti, ma è certo che mol- 
ti sono mediati dal’AMPK. Agendo attraverso i propri re- 
cettori localizzati sulla membrana plasmatica, l’adiponec- 
tina innesca la fosforilazione e l’attivazione del’AMPK. Si 
ricordi che ’AMPK viene attivata da fattori che segnalano 
la necessità di spostare il metabolismo dalla biosintesi al- 
la produzione di energia (Figura 23.38). Una volta attivata, 
DAMPK fosforila proteine bersaglio coinvolte nel metaboli- 
smo dei lipidi e dei carboidrati, con effetti profondi sul me- 
tabolismo dell’animale (Figura 23.39). I recettori dell’adi- 


FIGura 23.38 Ruolo della proteina chinasi attivata dall’AMP 
(AMPK) nella regolazione del metabolismo energetico. 

L’ADP prodotto nelle reazioni di sintesi viene convertito in AMP 
dall'adenilato chinasi. LAMP attiva l’AMPK, che regola le vie 
anaboliche e cataboliche fosforilando enzimi fondamentali 

(vedi la Figura 23.39). 
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Figura 23.39 La formazione di adiponectina e la sua azione 
tramite l’AMPK. Il digiuno prolungato o l'inedia provocano una 
diminuzione delle riserve di triacilgliceroli nel tessuto adiposo, che 
innesca la produzione di adiponectina e il suo rilascio dagli adipociti. 
L'adiponectina plasmatica interagisce con i recettori della membrana 
plasmatica di vari tipi di cellule e organi, inibendo i processi che 
consumano energia e stimolando quelli che producono energia. 
L'adiponectina agisce sull'alimentazione tramite i suoi recettori nel 
cervello e inibisce il consumo di energia attraverso l’attività fisica e la 
termogenesi nel grasso bruno. Questo ormone esercita i suoi effetti 
metabolici attivando l'AMPK, che regola (mediante la fosforilazione di 
enzimi specifici) vie metaboliche fondamentali (vedi la Figura 15.8). 


PFK-2, fosfofruttochinasi-2; GLUT1 e GLUTA, trasportatori del glucosio; 
FAS I, acido grasso sintasi l; ACC, acetil-CoA carbossilasi; HSL, lipasi 
ormone-sensibile; HMGR, HMG-CoA reduttasi; GPAT, aciltrasferasi; 

GS, glicogeno sintasi; eEF2, fattore di allungamento 2 degli eucarioti 
(necessario per la sintesi delle proteine; vedi il Capitolo 27); MTORI1, 
bersaglio dei mammiferi per la rapamicina (una proteina chinasi 

che regola la sintesi delle proteine sulla base della disponibilità 

dei combustibili metabolici; vedi la Figura 23.40). | farmaci 
tiazoledinedionici attivano il fattore di trascrizione PPARYy (vedi le 
Figure 23.41 e 23.42), che a sua volta attiva la sintesi dell'adiponectina, 
stimolando indirettamente l’AMPK. Anche l'esercizio fisico, tramite la 
conversione dell'ATP in ADP e AMP stimola l’AMPK. 
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ponectina sono presenti anche nel cervello e l'ormone atti- 
va ’AMPK dell’ipotalamo, stimolando l'assunzione di cibo 
e riducendo il dispendio di energia. 

Uno degli enzimi regolati dall’AMPK del fegato e del tes- 
suto adiposo bianco è l’acetil-CoA carbossilasi, che produce 
malonil-CoA, cioè il primo intermedio della via di biosintesi 
degli acidi grassi. Il malonil-CoA è un potente inibitore del- 
la carnitina aciltrasferasi I, l'enzima che dà inizio alla f ossi- 
dazione, trasportando gli acidi grassi nel mitocondrio (vedi 
la Figura 176). La fosforilazione dell’acetil-CoA carbossilasi 
da parte delAMPK inibisce la sintesi degli acidi grassi, ma 
allo stesso tempo viene rimossa l’inibizione della } ossida- 
zione da parte del malonil-CoA (vedi la Figura 1713). Anche 
la sintesi del colesterolo viene inibita dal’AMPK, attraver- 
so la fosforilazione e l’inattivazione dell’HMG-CoA redut- 
tasi, un enzima della via di biosintesi di questo lipide (ve- 
di la Figura 21.34). Analogamente, AMPK inibisce l’acido 
grasso sintasi e l’aciltrasferasi, bloccando completamente 
la sintesi dei triacilgliceroli. Sostanzialmente viene inibita 
la sintesi dei lipidi, mentre viene stimolato il loro impiego 
come combustibili metabolici. 


I topi portatori di geni difettosi per l’adiponecti- 
Ea na sono meno sensibili all’insulina dei topi nor- 

mali e mostrano una scarsa tolleranza al glucosio: 
l'aumento della glicemia, che segue un pasto ricco di car- 
boidrati dura più a lungo della norma. Queste anomalie 
metaboliche sono simili a quelle che si riscontrano nei sog- 
getti umani con diabete mellito di tipo 2, che sono insen- 
sibili all’insulina, per cui il glucosio viene rimosso dal 
sangue molto lentamente. Infatti, i soggetti obesi o con dia- 
bete di tipo 2 hanno livelli ematici di adiponectina inferio- 
ri ai controlli non diabetici. Inoltre, i farmaci usati per il 
trattamento del diabete di tipo 2 - i tiazolidinedioni, come 
il rosiglitazone (Avandia) e il pioglitazone (Actos) (pagina 
869) - aumentano l’espressione dell'mRNA dell’adiponec- 
tina nel tessuto adiposo e i livelli ematici di adiponectina 
negli animali sperimentali, e attivano ’AMPK (Figura 
23.39). [Nel 2011 la FDA (Food and Drug Administration) 
stabilì che l’uso dell’Avandia era associato a un aumento 
del rischio di attacchi cardiaci e limitò quindi l’uso del far- 
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maco soltanto a quei pazienti diabetici per i quali gli altri 
trattamenti farmacologici disponibili risultassero ineffica- 
ci.] È probabile che l’adiponectina rappresenti un’impor- 
tante connessione tra il diabete di tipo 2 e il suo principa- 
le fattore predisponente, l’obesità. 


e L'attività di mTORCTI coordina la crescita cellulare 
con il rifornimento di sostanze nutrienti e di energia 

Lattività di una nuova proteina chinasi coordina la pro- 
liferazione cellulare, un aumento della dimensione del- 
la cellula in risposta ai fattori di crescita e la disponibilità 
di energia e di sostanze nutrienti. mTORCI1, una Ser/Thr 
proteina chinasi altamente conservata, viene attivata 
dall’abbondanza di energia e di sostanze nutrienti dispo- 
nibili (come le elevate concentrazioni di amminoacidi ra- 
mificati) e fosforila diversi fattori di trascrizione, deter- 
minando un aumento dell’espressione dei geni che codi- 
ficano gli enzimi della sintesi dei lipidi e la proliferazione 
mitocondriale, insieme a un incremento della biogenesi 
dei ribosomi (Figura 23.40). Durante il digiuno mTORCI1 
viene inattivata, e ciò provoca l'incremento della demoli- 
zione delle proteine e del glicogeno nel fegato e nel mu- 
scolo, oltre alla mobilizzazione dei trigliceridi nel tessuto 
adiposo. A causa di un’attivazione cronica di mTORCI do- 
vuta all’iperalimentazione si ha un’eccessiva deposizione 
dei triacilgliceroli nel tessuto adiposo, ma anche nel fega- 
to e nel muscolo. Questo accumulo abnorme di lipidi nel 
fegato e nel muscolo potrebbe contribuire all’insensibilità 
all’insulina e all’insorgenza del diabete di tipo 2, come ve- 
dremo nella Sezione 23.5. Mutazioni che producono for- 
me di mTORCI costantemente attivate sono solitamente 
associate ai tumori nell'uomo. 


e Ladietaregola l’espressione di geni fondamentali 

per il mantenimento della massa corporea 
Le proteine appartenenti a una famiglia di fattori di tra- 
scrizione, i recettori che attivano la proliferazione dei 
perossisomi (PPAR), rispondono alle variazioni della 
composizione lipidica della dieta, variando l’espressione 
di geni che controllano il metabolismo dei grassi e dei car- 


Figura 23.40 mTORCTI stimola la crescita 

e la proliferazione cellulare quando è 
disponibile un adeguato rifornimento di 
sostanze nutrienti. mTORC1 è una proteina 
chinasi Ser/Thr attivata da fattori di crescita e da 
metaboliti che segnala un'adeguata disponibilità 
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di sostanze nutrienti. Tramite la fosforilazione 
delle sue proteine bersaglio, MTORC1 attiva la 
produzione di energia (ATP e NADPH) per le 
biosintesi e stimola la sintesi delle proteine e dei 
lipidi, consentendo la crescita e la proliferazione 
cellulare. (PPP è la via del pentosio fosfato; FA 
sono gli acidi grassi). 
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boidrati. Questi fattori di trascrizione sono stati identifi- 
cati sulla base del loro ruolo nella sintesi dei perossisomi, 
da cui traggono il nome. I loro normali ligandi sono acidi 
grassi o derivati degli acidi grassi, ma possono anche lega- 
re agonisti sintetici; in laboratorio possono essere attivati 
mediante manipolazioni genetiche. Il PPARa, il PPARS e 
il PPARy sono membri di questa superfamiglia di recetto- 
ri nucleari. Essi agiscono nel nucleo formando eterodime- 
ri con un altro recettore nucleare, l’RXR (il recettore dei 
retinoidi X), e si legano a regioni regolatrici del DNA vici- 
ne ai geni sotto il loro controllo, modulandone la velocità 
di trascrizione (Figura 23.41). 

Il PPARy, espresso soprattutto nel fegato e nel tessuto 
adiposo (sia bruno che bianco), è coinvolto nell’attivazio- 
ne dei geni essenziali per il differenziamento dei fibrobla- 
sti in adipociti e dei geni che codificano le proteine neces- 
sarie per la sintesi dei lipidi e per l’immagazzinamento dei 
lipidi negli adipociti (Figura 23.42). Il PPARy è attivato dai 
farmaci tiazolidinodionici usati nel trattamento del diabe- 
te di tipo 2 (vedi più avanti). 

Il PPARa è espresso nel fegato, nei reni, nel cuore, nel 
muscolo scheletrico e nel tessuto adiposo bruno. I ligandi 
che attivano questo fattore di trascrizione comprendono 
gli eicosanoidi, gli acidi grassi liberi e la classe di farmaci 
chiamati fibrati, tra cui il fenofibrato (TriCor) e il ciprofi- 
brato (Modalim), utilizzati nel trattamento delle patologie 
coronariche in quanto aumentano il livelli di HDL e abbas- 
sano quelli dei triacilgliceroli nel sangue. Negli epatociti il 
PPARa attiva i geni necessari all'assunzione degli acidi 
grassi, la B ossidazione e la formazione dei corpi chetoni- 
ci durante il digiuno. 

Il PPARò e il PPARf} sono importanti regolatori 
dell’ossidazione dei grassi e agiscono “sentendo” le va- 
riazioni della composizione in lipidi della dieta. Il PPARÒ 
agisce nel fegato e nel muscolo, stimolando la trascrizio- 
ne di almeno nove geni che codificano proteine della p 
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ossidazione e della dissipazione dell'energia tramite il di- 
saccoppiamento mitocondriale. I topi normali alimenta- 
ti con una dieta ricca di lipidi accumulano quindi gran- 
di quantità di grasso bianco e nel loro fegato si formano 
molte goccioline lipidiche. Ma se topi geneticamente mo- 
dificati, che esprimono un PPARÒ sempre attivo, vengo- 
no alimentati con la stessa dieta ricca di lipidi, non si os- 
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Figura 23.41 Modalità d'azione dei recettori PPAR. | PPAR sono 
fattori di trascrizione che, quando si legano ai loro specifici ligandi (L), 
formano eterodimeri con il recettore nucleare RXR. Il dimero si lega a 
regioni specifiche del DNA, dette elementi di risposta, stimolando la 
trascrizione dei geni di quelle regioni. 
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Figura 23.42 Integrazione 
metabolica mediata dai recettori 
PPAR. Le tre isoforme dei recettori PPAR 
regolano l'omeostasi dei lipidi e del 
glucosio attraverso effetti coordinati 
sull'espressione genica di organi come 
il fegato, il muscolo e il tessuto adiposo. 
Il PPARa e il PPARÒ (e la sua isoforma 
strettamente correlata PPARf.) regolano 
l'utilizzazione dei lipidi. Il PPARy regola 
l'immagazzinamento dei lipidi e la 
sensibilità all'insulina dei vari tessuti. 
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serva accumulo di grassi. Nei topi che hanno il recettore 
per la leptina non funzionante (db/db), l'attivazione di 
PPARÒ impedisce l'insorgere dell’obesità che altrimenti 
si manifesterebbe. Stimolando la demolizione degli aci- 
di grassi nei mitocondri disaccoppiati, il PPARÒ causa di- 
minuzione dei lipidi, perdita di peso e termogenesi. Sotto 
questo punto di vista, la termogenesi può essere conside- 
rata sia come un mezzo di produzione di calore, sia come 
un meccanismo di difesa contro l’obesità. È evidente che 
il PPARÒ è un importante bersaglio potenziale per lo svi- 
luppo di farmaci per il trattamento dell’obesità. 


e Ilcomportamento alimentare a breve termine 

è influenzato dalla grelina e dal PYY.36 
La grelina è un ormone peptidico (28 amminoacidi) pro- 
dotto dalle cellule che rivestono lo stomaco. La grelina è 
stata inizialmente riconosciuta come lo stimolo per il rila- 
scio dell’ormone della crescita (ghre corrisponde alla radi- 
ce proto-indoeuropea di grow, “crescere”); successivamen- 
te si è rivelata un potente stimolante dell'appetito, che agi- 
sce in tempi più brevi (tra un pasto e l’altro) rispetto alla 
leptina e all’insulina. I recettori della grelina sono localiz- 
zati nell’ipofisi (dove presumibilmente mediano il rilascio 
dell'ormone della crescita) e nell’ipotalamo (dove influen- 
zano l'appetito), ma anche nel muscolo e nel tessuto adipo- 
so. La grelina agisce attraverso un recettore accoppiato a 
una proteina G producendo il secondo messaggero IP:, che 
media l’azione della grelina. La concentrazione della gre- 
lina nel sangue varia notevolmente tra un pasto e l’altro, 
con un picco prima del pasto e un calo immediatamente 
dopo il pasto (Figura 23.43). Infatti un’iniezione di grelina 
nell'uomo provoca immediatamente una forte sensazione 
di fame. I soggetti affetti dalla sindrome di Prader-Willi, i 
cui livelli ematici di grelina sono eccezionalmente eleva- 
ti, hanno un appetito incontrollabile che genera un’obesi- 
tà estrema, che spesso porta alla morte prima dei 30 anni. 

Il PYY3.36 è un ormone peptidico (due residui ammino- 
terminali Y più 34 amminoacidi) secreto dalle cellule endo- 
crine che rivestono l'intestino tenue e il colon in risposta al 
passaggio di cibo dallo stomaco. I livelli ematici di PYY3.3< 
aumentano dopo un pasto e rimangono elevati per alcune 
ore. Attraverso il flusso sanguigno il PYY3.34 arriva al nucleo 
arcuato, dove agisce sui neuroni oressigenici, inibendo il ri- 
lascio di NPY e riducendo la fame (Figura 23.35). Liniezione 
di PYY,.36 nell’uomo provoca una diminuzione della fame e 
l'assunzione di una ridotta quantità di cibo per circa 12 ore. 


e |simbionti microbici dell'intestino influenzano 
il metabolismo energetico e l’adipogenesi 

Gli individui magri e quelli obesi hanno corredi diversi di 
simbionti microbici all’interno dei loro intestini. Le ricer- 
che condotte in base a queste osservazioni hanno porta- 
to alla scoperta di alcuni microrganismi dell'intestino che 
rilasciano prodotti di fermentazione quali gli acidi grassi 
a catena corta come l’acetato, il proprionato, il butirrato 
e il lattato, che entrano nel circolo sanguigno e inducono 
cambiamenti metabolici nel tessuto adiposo. Il propriona- 
to, per esempio, alimenta l'espansione del tessuto adiposo 
bianco (WAT), agendo su recettori accoppiati alla protei- 
na G (GPR43 e GPR41) presenti sulla membrana plasma- 
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Figura 23.43 Variazioni delle concentrazioni di glucosio, grelina 
e insulina nel sangue in relazione ai pasti. (a) | livelli plasmatici 
della grelina aumentano rapidamente immediatamente prima dei 
pasti (alle ore 7, prima colazione; alle ore 12, pranzo; alle ore 17,30 
cena) e diminuiscono velocemente subito dopo i pasti, seguendo 
l'andamento della sensazione della fame. (b) | livelli di glucosio nel 
sangue aumentano rapidamente subito dopo ogni pasto, (c) seguiti 
immediatamente da un aumento dei livelli di insulina in risposta 
all'aumento della concentrazione del glucosio. 


tica di diversi tipi di cellule, compresi gli adipociti. Que- 
sti recettori favoriscono il differenziamento delle cellule 
precursore in adipociti e inibiscono la lipolisi negli adipo- 
citi già esistenti, portando a un aumento della massa del 
WAT e all’obesità. 

Questi risultati suggeriscono alcuni approcci possibi- 
li al trattamento dell’obesità che coinvolgano l’alterazione 
dell’assetto della comunità microbica presente nell’intesti- 
no, 0 per aggiunta diretta di specie microbiche (probioti) 
che contrastano l’adipogenesi, o per integrazione della dieta 
con nutrienti (prebioti) che favoriscono i microbi probiotici 
rispetto agli altri microrganismi. Per esempio, alcuni poli- 
meri del fruttosio (i fruttani), che non sono digeribili dagli 
animali, nei topi favoriscono proprio questo tipo di comuni- 
tà microbica e portano a un decremento dell’immagazzina- 
mento dei grassi nel WAT e nel fegato (e a una diminuzione 
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della sensibilità all’insulina associata all’obesità e dell'imma- 
gazzinamento dei lipidi nel fegato; vedi più avanti). 

Le cellule endocrine presenti nel rivestimento del 
tratto GI dell’intestino secernono prodotti come i pepti- 
di anoressigenici PYY3.36, il peptide-1 simile al glucagone 
(GLP-1) e il peptide oressigenico grelina, che modulano 
l'assunzione del cibo e la spesa energetica negli animali. 
Linterazione con microbi specifici all’interno dell’inte- 
stino, o con i loro prodotti della fermentazione, potrebbe 
costituire il fattore di innesco per il rilascio di questi pep- 
tidi. Le ricerche sugli effetti della dieta sui simbionti mi- 
crobici dell'intestino e sugli effetti dei prodotti microbici 
sul metabolismo energetico e sull’adipogenesi potrebbe- 
ro portare a una più profonda comprensione degli effetti 
della dieta e dei simbionti microbici sullo sviluppo dell’o- 
besità e sulle sue conseguenze patologiche, la sindrome 
metabolica e il diabete di tipo 2. 


Questo sistema di controllo neuroendocrino intrecciato 
tra assunzione di cibo e metabolismo si è probabilmen- 
te evoluto come una protezione dal digiuno prolungato 
e dall’eccessivo accumulo di grasso (estrema obesità). La 
difficoltà che molte persone incontrano nel tentare di per- 
dere peso dimostra la notevole efficacia di questi mecca- 
nismi di controllo. 


SOMMARIO 23.4 
Obesità e regolazione della massa corporea 

e L’obesità, una condizione in continuo aumento negli 
Stati Uniti e in altri paesi sviluppati, predispone a una 
serie di condizioni patologiche anche molto gravi, tra 
cui le patologie cardiovascolari e il diabete di tipo 2. 

e Il tessuto adiposo produce la leptina, un ormone che 
regola il comportamento alimentare e il consumo di 
energia, in modo da mantenere adeguate le riserve di 
grassi. La produzione e il rilascio della leptina aumen- 
tano in base al numero e alla grandezza degli adipociti. 

e La leptina agisce sui recettori del nucleo arcuato dell’i- 
potalamo, causando il rilascio di peptidi anoressigenici 
(che sopprimono l’appetito), compreso l’a-MSH, che 
agiscono sul cervello inibendo l’assunzione di cibo. La 
leptina stimola anche l’azione del sistema simpatico 
sugli adipociti, provocando il disaccoppiamento della 
fosforilazione ossidativa mitocondriale, con conseguen- 
te termogenesi. 

e Il meccanismo di trasduzione del segnale della lep- 
tina inizia con l’attivazione del sistema JAK-STAT. La 
fosforilazione mediata dalla chinasi JAK consente alle 
proteine STAT di legarsi a specifiche regioni regolatrici 
del DNA e di modificare l’espressione di geni per pro- 
teine che controllano il livello di attività metabolica e 
l’assunzione di cibo. L’insulina agisce sui recettori del 
nucleo arcuato dell’ipotalamo, con effetti simili a quel- 
li prodotti dalla leptina. 

e ormone adiponectina stimola l'assunzione e l’ossida- 
zione degli acidi grassi e inibisce la loro sintesi, sensibi- 
lizzando nel contempo il muscolo e il fegato all’azione 
dell’insulina. L'azione dell’adiponectina è mediata dalla 
AMPK, che viene attivata anche dalle basse concentra- 
zioni di AMP e dall'esercizio fisico. 
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e La grelina, un ormone prodotto dallo stomaco, agisce 
sui neuroni oressigenici (che stimolano l’appetito) nel 
nucleo arcuato, inducendo la fame prima di un pasto. 
Invece PYY:.34 è un ormone peptidico dell’intestino, 
che agisce sullo stesso sito, riducendo lo stimolo della 
fame dopo un pasto. 

e Le tipologie specifiche di simbionti microbici presenti 
nell’intestino possono influenzare l’adipogenesi e l’au- 
mento della massa del grasso corporeo. 


Obesità, sindrome metabolica 
e diabete di tipo 2 


Nei paesi industrializzati, dove non esiste il pro- 

blema della fame, va aumentando il rischio di 

epidemie di obesità e diabete di tipo 2 associato 
all’obesità. In tutto il mondo vi sono attualmente circa 
300 milioni di persone che soffrono di diabete, e previ- 
sioni ragionevoli prospettano un drammatico aumento 
dei casi nel prossimo decennio, seguito da un’epidemia 
mondiale di obesità. Il quadro patologico del diabete com- 
prende malattie cardiovascolari, insufficienza renale, ce- 
cità, difficoltà di guarigione delle ferite alle estremità, con 
pericolo di amputazioni, e neuropatie. Nel 2011 la mor- 
talità dovuta al diabete è stata di 4 milioni, una cifra de- 
stinata ad aumentare negli anni a venire. È evidente la 
necessità di studiare a fondo il diabete di tipo 2, di chia- 
rire i meccanismi che lo legano all’obesità e quindi di met- 
tere in atto tutte le misure possibili per prevenire e cura- 
re questa patologia. © 


e Neldiabete ditipo 2 tessuti diventano insensibili 
all’insulina 


La causa principale del diabete di tipo 2 è lo svi- 
luppo della resistenza all’insulina: una condizio- 

ne in cui è necessaria più insulina per ottenere 
lo stesso effetto che si osserva in condizioni normali. Nel- 
la fase precoce della malattia le cellule pancreatiche B 
secernono una quantità di insulina sufficiente a contra- 
stare la minore sensibilità all’insulina delle cellule f del 
tessuto muscolare e del fegato. In seguito, le cellule B non 
riescono a far fronte all'emergenza e i soggetti affetti per- 
dono la capacità di regolare l’omeostasi del glucosio ema- 
tico. La fase successiva, che precede la condizione di dia- 
bete mellito di tipo 2, talvolta viene denominata sindro- 
me metabolica, o sindrome X. Questa fase è caratteriz- 
zata da obesità, specialmente addominale, ipertensione, 
dislipidemia (aumento dei triacilgliceroli e delle LDL, di- 
minuzione delle HDL), glicemia leggermente aumentata 
e ridotta capacità di rimuovere il glucosio dal sangue du- 
rante il test della tolleranza al glucosio. I soggetti affetti 
dalla sindrome metabolica spesso mostrano alterazioni 
del quadro proteico ematico, con difetti della coagulazio- 
ne sanguigna (aumento della concentrazione del fibrino- 
geno) o infiammazione (alta concentrazione della protei- 
na C reattiva, che in genere aumenta con una risposta in- 
fiammatoria). Circa il 27% della popolazione adulta negli 
Stati Uniti presenta i sintomi di questa sindrome meta- 
bolica. 
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Che cosa predispone gli individui affetti da sindrome 
metabolica a sviluppare il diabete di tipo 2? In base all’i- 
potesi della “tossicità lipidica” (Figura 23.44), l’azione del 
PPARYy sugli adipociti mantiene normalmente queste cel- 
lule pronte a sintetizzare e immagazzinare i triacilglicero- 
li; gli adipociti sono insulino-sensibili e producono la lep- 
tina, che induce il continuo deposito dei triacilgliceroli. 
Tuttavia, un eccesso di assunzione di calorie negli indivi- 
dui obesi porta gli adipociti a riempirsi talmente di tria- 
cilgliceroli da non poter più rispondere alla richiesta di 
immagazzinarne ancora, in modo che il tessuto adiposo è 
incapace di aumentare di volume. Il tessuto adiposo pie- 
no di lipidi rilascia dei fattori proteici che attirano i ma- 
crofagi. Queste cellule si infiltrano nel tessuto, arrivan- 
do a rappresentare anche il 50% della massa del tessuto 
adiposo. I macrofagi provocano la risposta immunitaria, 
che altera la deposizione dei triacilgliceroli negli adipo- 
citi e favorisce il rilascio di acidi grassi liberi nel sangue. 
Questi acidi grassi in eccesso entrano nelle cellule del fe- 
gato e del muscolo, dove vengono convertiti in triacilgli- 
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ceroli, che si accumulano poi sotto forma di gocce lipidi- 
che. Questa deposizione ectopica (dal greco ektopos, “fuo- 
ri posto”) dei triacilgliceroli porta all’insensibilità all’insu- 
lina del fegato e del muscolo, tipica del diabete di tipo 2. 

Secondo questa ipotesi, l’eccesso di triacilgliceroli e di 
acidi grassi è tossico per il fegato e per il muscolo. Alcuni 
soggetti sono geneticamente meno predisposti a far fronte 
all’eccesso di lipidi ectopici e contraggono più facilmente il 
diabete di tipo 2. Molto probabilmente la resistenza all’in- 
sulina ha conseguenze anche in altri settori del metaboli- 
smo sotto il controllo di questo ormone, che comprendo- 
no la regolazione del livello delle proteine e i cambiamen- 
ti delle attività degli enzimi coinvolti nella trasduzione dei 
segnali e dei fattori di trascrizione. Per esempio, la sintesi 
dell’adiponectina negli adipociti e di conseguenza il suo li- 
vello nel sangue diminuiscono con l’obesità, mentre aumen- 
tano con la perdita di peso. 

Molti farmaci che migliorano la sensibilità all’insulina 
nel diabete di tipo 2 agiscono su specifiche proteine delle 
vie di biosegnalazione, quindi il loro meccanismo è in linea 


Stato Infiammazione 
Sovrappeso pro-infiammatorio cronica 
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TAG diota sa TAG, sbolizzeti TAG ricta 27 TAG bolizai Gli adipociti I macrofagi si 
aumentati di volume infiltrano nel tessuto 
producono una adiposo in risposta 
proteina chemotattica alla MCP-1. 
per i macrofagi 
Adipociti piccoli Adipociti più grandi SD 
Nel tessuto adiposo i macrofagi 
producono TNFa, che favorisce 
l'esportazione degli acidi grassi. 
TAG 
Gli adipociti esportano gli acidi 
Acidi Acidi grassi nel muscolo, dove si 


grassi grassi 


formano dei depositi ectopici di 
lipidi. 


I lipidi ectopici interferiscono 
con il movimento di GLUT4 
verso la superficie del miocita, 
producendo la resistenza 
all’insulina. 


Muscolo sensibile all’insulina 
con normale capacità 
di trasporto del glucosio 


Figura 23.44 Il sovraccarico degli adipociti con triacilgliceroli 
causa infiammazione del tessuto adiposo, deposizione ectopica 
dei lipidi e resistenza all’insulina nel muscolo. In un individuo 
con una massa corporea normale, l'assunzione dei triacilgliceroli 
(TAG) con la dieta è equivalente all'ossidazione dei TAG per la 
produzione di energia. Negli individui in sovrappeso, l'eccesso 

di assunzione di calorie determina un aumento del volume degli 
adipociti per il sovraccarico di TAG, per cui essi diventano incapaci 
di immagazzinarne ancora. Gli adipociti di grandi dimensioni 
secernono MCP-1 (proteina chemotattica dei monociti), che attira i 
macrofagi. | macrofagi si infiltrano nel tessuto adiposo e producono 
TNFa (fattore a di necrosi tumorale), che provoca la demolizione 
dei lipidi e il rilascio degli acidi grassi nel sangue. Gli acidi grassi 
rilasciati dal tessuto adiposo entrano nelle cellule muscolari, dove si 
accumulano in piccole gocce lipidiche. Questo immagazzinamento 


Muscolo resistente 
all’insulina con ridotta capacità 
di trasporto del glucosio 


ectopico dei lipidi causa in qualche modo la resistenza all'insulina, 
forse innescando l'attività delle proteina chinasi attivate dai lipidi 
che, a loro volta, inattivano qualche elemento appartenente alla 
via di segnalazione dell’insulina. | trasportatori del glucosio GLUT4 
abbandonano la superficie della cellula muscolare, impedendo al 
glucosio di entrare nel muscolo. Il miocita è diventato ora insulino- 
resistente e non è in grado di utilizzare il glucosio in circolo nel 
sangue come fonte di combustibile metabolico. L'accresciuto 
influsso di acidi grassi nel muscolo porta alla deposizione ulteriore 
di lipidi ectopici. In alcuni individui, la resistenza all'insulina sfocia 
nel diabete di tipo 2. Altri individui, invece, non sviluppano il 
diabete perché sono geneticamente meno suscettibili agli effetti 
deleteri derivanti dall'accumulo dei lipidi ectopici, o perché 

sono geneticamente meglio predisposti a gestire questo tipo di 
immagazzinamento. 
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col modello della lipotossicità. I tiazolidinodioni si legano 
al PPARYy, attivando una serie di geni specifici per gli adi- 
pociti e promuovendo il differenziamento dei preadipoci- 
ti in piccoli adipociti; aumenta quindi la capacità dell’orga- 
nismo di assorbire i grassi della dieta e di immagazzinarli 
sotto forma di triacilgliceroli. 

Alcuni fattori di ordine genetico predispongono al dia- 
bete di tipo 2. Anche se l'80% degli individui affetti da 
diabete di tipo 2 è obeso, la maggior parte degli indivi- 
dui obesi non sviluppa la malattia. Data la complessità 
dei meccanismi di regolazione discussi in questo capito- 
lo, non sorprende che la genetica del diabete sia altrettan- 
to complessa. Oltre ai fattori genetici, vanno anche con- 
siderati quelli ambientali e lo stile di vita. Sono stati cor- 
relati al diabete di tipo 2 almeno 10 loci, e l'alterazione 
di anche uno solo di questi siti “diabetogeni” provoca un 
aumento della probabilità di contrarre il diabete di tipo 
2. Per esempio, nei soggetti con una variante di PPARy in 
cui un residuo di Ala sostituisce un residuo di Pro in po- 
sizione 12, il rischio di ammalarsi di diabete di tipo 2 au- 
menta di poco, anche se in modo significativo. O 


e Ildiabeteditipo 2 viene trattato con la dieta, 
con l'esercizio fisico, ma anche farmacologicamente 


Un’ampia casistica ha dimostrato che tre fattori 
Ea concorrono al successo del trattamento del dia- 
bete di tipo 2: la limitazione del cibo, l’esercizio 
fisico regolare e l’assunzione di farmaci che aumentano la 
sensibilità all’insulina o la produzione di insulina. La limi- 
tazione del cibo (e la conseguente perdita di peso corpo- 
reo) riduce i problemi che derivano dall’aumento degli aci- 
di grassi. La composizione in lipidi della dieta influenza, 
tramite i PPAR e altri fattori di trascrizione, l’espressione 
di geni che codificano proteine coinvolte nell’ossidazione 
degli acidi grassi e nella dispersione di energia tramite la 
termogenesi. L'esercizio fisico attiva PAMPK e anche l’adi- 
ponectina. PAMPK sposta il metabolismo verso l’ossida- 
zione degli acidi grassi e ne inibisce la sintesi. 
Per il trattamento del diabete di tipo 2 vengono usati 
diversi tipi di farmaci (Tabella 23.7). Alcuni di essi sono 
già stati citati in questo capitolo. Le sulfoniluree agiscono 


M Tabella 23.7 Y Trattamenti del diabete mellito di tipo 2 


Intervento/trattamento Bersaglio diretto 


Perdita di peso Tessuto adiposo; riduce il 
contenuto dei TAG 
Esercizio AMPK , attivata da un elevato 


rapporto [AMP]/[ATP] 


Sulfoniluree: glipizide (Glucotrol), gliburide 
(diversi nomi), glimepiride (Amaryl) 


Cellule pancreatiche f; 
canali del K* bloccati 


Biguanidi: metformina (Glucophage) AMPK, attivata 


Tiazolidinedioni: troglitazone (Rezulin)*, 
rosiglitazone (Avandia)', Pioglitazone 
(Actos) 


Modulatori GLP-1: exenatide 
(Byetta), sitagliptin (Januvia) 


PPARy 


dipeptidil peptidasi IV 


*Ritirato dal commercio, a causa di effetti collaterali indesiderati. 


Peptide 1 glucagone-simile, 
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sui canali del K* attivati dall’ATP delle cellule B e stimo- 
lano il rilascio dell’insulina; le biguanidi come la metfor- 
mina (Glucophage) attivano ’AMPK, simulando gli effet- 
ti dell’adiponectina. I tiazolidinedioni agiscono tramite i 
PPARYy e aumentano la concentrazione dell’adiponectina 
nel plasma, stimolando il differenziamento degli adipo- 
citi e aumentando quindi la capacità di accumulare tri- 
gliceridi. Gli inibitori della dipeptidil peptidasi IV (DPP 
IV) impediscono la degradazione proteolitica del peptide 
1 simile al glucagone (GLP-1), un ormone peptidico pro- 
dotto nel tratto intestinale che stimola la secrezione pan- 
creatica dell’insulina. inibizione della peptidasi prolun- 
ga l’azione del GLP-1, aumentando sensibilmente la se- 
crezione dell’insulina. 

È evidente che la perdita di peso e l'esercizio fisico 
sono il modo migliore per prevenire la sindrome meta- 
bolica e il diabete di tipo 2. Studi recenti sul BAT negli 
individui adulti hanno evidenziato un’interessante pos- 
sibilità che favorisce la perdita di peso e riduce la quan- 
tità di trigliceridi che devono essere accumulati. La pro- 
teina PRDM16 viene largamente, e forse specificamen- 
te, espressa nel tessuto adiposo bruno (BAT). Quando è 
sovraespressa nel tessuto adiposo del topo, la PRDM16 
induce il differenziamento dei preadipociti del tessuto 
adiposo bianco in adipociti del tessuto adiposo bruno, che 
hanno livelli elevati di termogenina e quindi una respira- 
zione disaccoppiata. Queste cellule possono così consu- 
mare una quantità di acidi grassi superiore a quella ne- 
cessaria alla sintesi di ATP, dissipando l’energia liberata 
dall’ossidazione in calore. Vista la diffusione sempre cre- 
scente del diabete di tipo 2, la possibilità di stimolare l’os- 
sidazione dei grassi attivando il BAT deve essere ulterior- 
mente approfondita. 


SOMMARIO 23.5 
Obesità, sindrome metabolica e diabete 
di tipo 2 

e La sindrome metabolica, caratterizzata da obesità, 
ipertensione, aumento del livello dei lipidi nel sangue 
e resistenza all’insulina, spesso sfocia nel diabete di 
tipo 2. 


Effetto del trattamento 


Riduce la massa dei lipidi; aumenta la capacità di immagazzinare 
i lipidi nel tessuto adiposo; ripristina la sensibilità all’insulina 


Aiuta a perdere peso; vedi la Figura 23.39 


Stimola la secrezione di insulina dal pancreas (vedi la Figura 
23.27) 


Aumenta il trasporto del glucosio nel muscolo; diminuisce la 
produzione di glucosio nel fegato 


Stimola l’espressione dei geni, potenziando l’azione dell’insulina 
nel fegato, nel muscolo, nel tessuto adiposo; aumenta il trasporto 
del glucosio; diminuisce la sintesi del glucosio nel fegato 


Aumenta la secrezione di insulina dal pancreas 


TA causa del possibile aumento del rischio di insorgenza di patologie cardiovascolari, la prescrizione è limitata a quei pazienti che non hanno ottenuto risultati ef- 


ficaci con altri tipi di trattamenti disponibili. 
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La resistenza all’insulina che caratterizza il diabete di 


tipo 2 può essere la conseguenza di un abnorme accu- 
mulo di lipidi nel fegato e nei muscoli, a causa di un 
eccessivo apporto di lipidi che non possono più essere 
immagazzinati nel tessuto adiposo. 


L'espressione degli enzimi della sintesi dei lipidi è stret- 


tamente controllata. I PPAR sono fattori di trascrizio- 
ne, da cui dipende la velocità di sintesi di molti enzimi 
coinvolti nel metabolismo dei lipidi e nel differenzia- 


mento degli adipociti. 


La terapia del diabete di tipo 2 si basa sull’esercizio fi- 


sico, sulla dieta appropriata e sul trattamento farmaco- 
logico, finalizzato ad aumentare la sensibilità all’insuli- 
na o la produzione di insulina. 


AN Termini chiave 


©@2) 1termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


acidosi 982 
adipochine 983 
adipociti 966 
adiponectina 
adrenalina 
anoressigenici 
autocrini 955 
canali del K* 
ATP-dipendenti 974 
catecolammine 957 
chetoacidosi 982 
chetosi 982 
cortisolo 980 
diabete di tipo 1 981 
diabete di tipo 2 981 
diabete mellito 981 


986 
957 
984 


dosaggio 
radioimmunologico 
(RIA) 952 
endocrini 955 
epatociti 961 
eritrociti 972 


farmaci derivati dalla 
sulfonilurea 976 
fibre muscolari lente 
fibre muscolari 

veloci 968 
glicosuria 982 
glucagone 977 
grelina 990 
insulina 956 

ipofisi anteriore 959 
ipofisi posteriore 958 
ipotalamo 958 
JAK (chinasi Janus) 985 
leptina 983 

leucociti 972 

linfociti 972 

metodo di Scatchard 954 
miociti 967 


968 


mTORC1 988 
neuropeptide Y 
(NPY) 984 
NO sintasi 958 
noradrenalina 957 
obesità 983 
oressigenici 
ormone 951 
ormone che stimola 
gli a-melanociti 
(a-MSH) 984 
ormone derivato dalla 
vitamina D 957 
ormoni eicosanoidi 
ormoni retinoidi 
ormoni steroidei 
ormoni tiroidei 
ormoni tropici 
(tropine) 959 
ossido di azoto (NO') 958 
paracrini 955 
piastrine 973 

plasma sanguigno 

973 

PPAR (recettori 

che attivano la 
proliferazione dei 
perossisomi) 988 
proteina chinasi 

attivata dall’AMP 
(AMPK) 986 
proteine 

plasmatiche 973 
PYY336e 990 

recettore per la 

leptina 984 
sindrome 

metabolica 991 
sistema 

neuroendocrino 951 


984 


957 
958 
957 
958 
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STAT (trasduttore del tessuto adiposo bianco 
segnale attivatore della (WAT) 965 
trascrizione) 985 tessuto adiposo bruno 

termogenesi 966 (BAT) 966 


test di tolleranza al 
glucosio 982 

termogenina (proteina velocità di filtrazione 
disaccoppiante, glomerulare (GFR) 
UCP1) 966 970 


termogenesi da 
tremore 970 
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=N Problemi 


1. Attività degli ormoni peptidici. Spiegate in che mo- 
do due ormoni peptidici strutturalmente simili come 
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la vasopressina e l’ossitocina possono svolgere funzio- 
ni diverse (vedi la Figura 23.9). 


. ATP e fosfocreatina, fonti di energia per il mu- 


scolo. Nel muscolo scheletrico in contrazione, la con- 
centrazione di fosfocreatina diminuisce, mentre quel- 
la dell'ATP resta quasi costante. Tuttavia, in un classi- 
co esperimento, Robert Davies scoprì che se il muscolo 
veniva prima trattato con 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene 
(pagina 102) la concentrazione di ATP nel muscolo di- 
minuiva rapidamente, mentre quella della fosfocrea- 
tina restava invariata durante una serie di contrazioni. 
Cercate di dare una spiegazione a questi risultati. 


. Metabolismo del glutammato nel cervello. Il cer- 


vello riceve il glutammato dal circolo sanguigno e lo 
trasforma in glutammina, che viene rilasciata nel san- 
gue. A che cosa serve questa conversione metabolica? 
Come avviene? In realtà il cervello può generare molta 
più glutammina del glutammato che riceve dal sangue. 
Da dove arriva la glutammina extra? (Suggerimento: è 
utile rivedere il Capitolo 18 sul catabolismo degli am- 
minoacidi. Si ricordi che l'’ammoniaca è molto tossica 
per il cervello.) 


. Le proteine come combustibile metabolico duran- 


te il digiuno. Quando le proteine muscolari vengono 
catabolizzate nel muscolo scheletrico durante un pe- 
riodo di digiuno, quali sono i destini metabolici degli 
amminoacidi? 


. Assenza di glicerolo chinasi nel tessuto adiposo. 


Il glicerolo 3-fosfato è un intermedio chiave nella bio- 
sintesi dei triacilgliceroli. Gli adipociti, cellule specia- 
lizzate per la biosintesi e la degradazione dei triacilgli- 
ceroli, non possono utilizzare direttamente il glicerolo 
perché sono privi della glicerolo chinasi che catalizza 
la reazione 


Glicerolo + ATP + glicerolo 3-fosfato + ADP 


In che modo il tessuto adiposo ottiene il glicerolo 3-fo- 
sfato necessario per la sintesi dei triacilgliceroli? 


. Consumo di ossigeno durante un esercizio fisico. 


Un adulto sedentario consuma circa 0,05 litri di O, in 

10 s. Uno sprinter che corre i 100 metri consuma cir- 

ca 1 litro di O, nello stesso periodo di tempo. Dopo la 

corsa, l’atleta continua ad avere un respiro accelerato 

per alcuni minuti e in questo periodo consuma circa 4 

litri di O; in più rispetto all'uomo sedentario. 

(a) Perché durante la corsa la richiesta di O, aumenta 
così notevolmente? 

(b) Perché la domanda di ossigeno resta elevata anche 
dopo la corsa? 


. Deficienza di tiamina e funzioni cerebrali. Indivi- 


dui con una deficienza di tiamina presentano un cer- 
to numero di segnali neurologici caratteristici: perdita 
dei riflessi, ansia e confusione mentale. Per quali mo- 
tivi la deficienza di tiamina può manifestarsi con mo- 
dificazioni delle funzioni cerebrali? 


. Efficacia degli ormoni. In condizioni normali la mi- 


dollare del surrene dell’uomo secerne l’adrenalina 
(CoHj3N0O;) a una velocità sufficiente a mantenere nel 
sangue una concentrazione di 107! m. Per apprezzare 
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il significato di questa concentrazione, calcolate qua- 
le dovrebbe essere il diametro di una piscina rotonda, 
della profondità di 2,0 m, in cui viene sciolto 1,0 g (cir- 
ca un cucchiaino) di adrenalina, in modo da ottenere 
una concentrazione pari a quella del sangue. 


9. Regolazione dei livelli di ormoni nel sangue. L’emi- 


vita nel sangue della maggior parte degli ormoni è re- 

lativamente breve. Per esempio, se in un animale vie- 

ne iniettata insulina marcata con isotopi radioattivi, si 

può rilevare che dopo 30 minuti circa la metà dell’in- 

sulina è scomparsa dal sangue. 

(a) Qual è l’importanza della rapida inattivazione de- 
gli ormoni presenti nella circolazione sanguigna? 

(b) Per effetto di questa rapida inattivazione, come è 
possibile tenere costanti i livelli di ormoni nella cir- 
colazione sanguigna, in condizioni normali? 

(c) In quali modi un organismo rende possibili varia- 
zioni molto rapide nei livelli di ormoni circolanti? 


10. Ormoni solubili in acqua e ormoni solubili nei li- 


pidi. Sulla base delle loro proprietà fisiche, gli ormoni 
possono essere suddivisi in due categorie: quelli molto 
solubili in acqua e poco solubili nei lipidi (per esempio, 
l'adrenalina), e quelli relativamente insolubili in acqua 
e molto solubili nei lipidi (per esempio, gli ormoni ste- 
roidei). Molti degli ormoni solubili in acqua non pene- 
trano nella cellula bersaglio per svolgere la loro funzio- 
ne regolatrice dell’attività cellulare. Gli ormoni solubili 
nei lipidi, al contrario, penetrano nella loro cellula ber- 
saglio e agiscono sul nucleo. Quale correlazione esiste 
tra la solubilità, la localizzazione del recettore e il mec- 
canismo d’azione delle due classi di ormoni? 


11. Differenze metaboliche nel muscolo e nel fegato in 


una situazione “combatti o fuggi”. Durante una si- 
tuazione in cui ci si prepara a un combattimento oppu- 
re a sfuggire a un pericolo, il rilascio di adrenalina de- 
termina la demolizione di glicogeno nel fegato, nel cuo- 
re e nel muscolo scheletrico. Il prodotto finale della de- 
molizione del glicogeno nel fegato è il glucosio libero. 
AI contrario, il prodotto finale nel muscolo scheletrico 
è il piruvato. 
(a) Perché nei due tessuti il prodotto della demolizione 
del glucosio è diverso? 
(b) In questa situazione, quale vantaggio ricava l’orga- 
nismo dall’avere queste due vie metaboliche di de- 
molizione del glicogeno? 


12. Eccessiva secrezione di insulina: iperinsuli- 


nismo. Alcuni tumori maligni del pancreas cau- 
sano un’eccessiva produzione di insulina da parte del- 
le cellule f. Gli individui affetti mostrano tremore, de- 
bolezza, affaticamento, sudorazione e fame. 

(a) Qual è l’effetto dell’iperinsulinismo sul metaboli- 
smo dei carboidrati, degli amminoacidi e dei lipidi 
nel fegato? 

(b) Quali sono le cause dei sintomi osservati? Spiegate 
perché questa condizione, se protratta nel tempo, 
porta a danni cerebrali. 


13. Termogenesi causata dagli ormoni tiroidei. Gli or- 


moni tiroidei sono coinvolti nella regolazione della ve- 
locità del metabolismo basale. Il fegato di animali a cui 
è stata somministrata tiroxina in eccesso presenta un 
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aumento della velocità di consumo di ossigeno e un au- 
mento del calore prodotto (termogenesi), ma la quan- 
tità di ATP nel tessuto è normale. Sono state propo- 
ste diverse spiegazioni per l’effetto termogenico della 
tiroxina. Secondo una di queste si ritiene che l’ecces- 
so di tiroxina provochi un disaccoppiamento della fo- 
sforilazione ossidativa nei mitocondri. Come potrebbe 
questa ipotesi spiegare le osservazioni fatte sul tessuto? 
Un'altra spiegazione prevede invece che la termogene- 
si sia dovuta a un aumento dell’utilizzazione dell'ATP 
nei tessuti stimolati dall’ormone tiroideo. È una spie- 
gazione plausibile? Perché? 


14. Funzione dei proormoni. Quali sono i possibili van- 


taggi del sintetizzare gli ormoni sotto forma di proor- 
moni? 


15. Fonti del glucosio durante il digiuno prolungato. 


Un uomo adulto normale consuma circa 160 g di glu- 
cosio al giorno, di cui 120 per il cervello. La disponibi- 
lità di riserve di glucosio (circa 20 g di glucosio circo- 
lante e circa 190 g di glicogeno) può essere sufficiente 
per circa un giorno. Dopo che le riserve sono state con- 
sumate, durante il digiuno prolungato, come è possibi- 
le ottenere altro glucosio? 


16. Topi ob/ob parabiotici. Mediante un intervento chi- 


rurgico, è possibile collegare i sistemi circolatori di due 
topi in modo che attraverso i due animali circoli lo stes- 
so sangue. In questi topi parabiotici i prodotti rilascia- 
ti da un animale raggiungono l’altro attraverso la cir- 
colazione comune. Gli animali sono liberi di mangiare 
indipendentemente l'uno dall’altro. Quando un topo 
ob/ob mutante (entrambe le copie del gene 0B sono 
difettose) e un topo 0B/OB normale (entrambe le co- 
pie del gene OB sono funzionanti) sono resi parabioti- 
ci, che cosa accade al peso di ciascun topo? 


17. Calcolo dell’indice di massa corporea. Un corpulen- 


to professore di biochimica pesa 118 kg, ed è alto 173 
cm. Qual è il suo indice di massa corporea? Di quanto 
dovrebbe dimagrire per portare il suo indice di massa 
corporea fino a 25 (valore normale)? 


18. Secrezione di insulina. Ipotizzate gli effetti sulla secre- 


zione di insulina da parte delle cellule pancreatiche B 
provocati dall’esposizione alla valinomicina, uno io- 
nofero per il potassio (Figura 11.44). Spiegate la vo- 
stra risposta. 


19. Effetti della delezione del recettore dell’insuli- 


na. Un ceppo di topi privo del recettore dell’insulina 
nel fegato presenta una lieve iperglicemia (glucosio = 
132 mg/dL, rispetto ai 101 mg/dL dei controlli) in con- 
dizioni di digiuno, e una glicemia elevata in condizio- 
ni di normale alimentazione (glucosio = 363 mg/dL, 
rispetto ai 135 mg/dL dei controlli). I topi hanno livelli 
normali di glucosio 6-fosfatasi nel fegato e livelli eleva- 
ti di insulina nel sangue. Spiegate queste osservazioni. 


20. Una decisione sulla sicurezza di un farmaco. 


Il farmaco Avandia (rosiglitazone) è in grado di 
diminuire il livello di glucosio nel sangue in pazienti 
con diabete di tipo 2, ma sembra che possa aumentare 
il rischio di attacchi di cuore. Se aveste la responsabili- 
tà di decidere se il farmaco deve o no essere ritirato dal 
commercio (pur con le dovute avvertenze sul possibile 
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effetto collaterale indesiderato), quali sarebbero i fat- 
tori che terreste in considerazione? 
: Cura del diabete di tipo 2. I farmaci derivati 
dall’acarbosio (Glucobay) e il miglitolo (Glyset), 
usati per il trattamento del diabete mellito di tipo 2, 
inibiscono le a-glucosidasi dell’orletto a spazzola 
dell’intestino tenue. Questi enzimi degradano gli oli- 
gosaccaridi derivati dal glicogeno o dall’amido a mono- 
saccaridi. Indicate un possibile meccanismo dell’effet- 
to di tali farmaci in soggetti affetti da diabete. Quali 
potrebbero essere gli effetti collaterali, se ve ne sono, 
che derivano da questi farmaci? Perché? (Suggerimen- 
to: rivedete l’intolleranza al lattosio, pagina 577). 


=Ò Problema sull’analisi dei dati 
ila 


22. Clonaggio del recettore della sulfonilurea delle cel- 
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lule pancreatiche f. La gliburide, un membro della fa- 
miglia delle sulfoniluree, di cui abbiamo parlato a pagi- 
na 977, viene usata per il trattamento del diabete di tipo 
2. Si lega ai canali del K* controllati dall’ATP (mostrati 
nelle Figure 23.27 e 23.28), inducendo la loro chiusura. 
(a) Sulla base del meccanismo mostrato nella Figura 
23.27, il trattamento con la gliburide provoca un au- 
mento o una diminuzione della secrezione di insu- 
lina da parte delle cellule B del pancreas? Spiegate 
il vostro ragionamento. 
(b) In che modo il trattamento con gliburide contribui- 
sce ad alleviare i sintomi del diabete di tipo 2? 

(c) La gliburide può essere utilizzata per il trattamen- 
to del diabete di tipo 1? Perché sì o perché no? 
Aguilar-Bryan e collaboratori hanno clonato la porzio- 
ne del canale del K* controllato dall’ATP che funge da 
recettore della sulfonilurea (SUR) nel criceto (1995). 
Questi ricercatori hanno effettuato numerosi control- 
li per accertare che in realtà il gene clonato fosse quel- 
lo che codificava la proteina SUR. Qui vedremo com'è 
stato possibile dimostrare che essi avevano clonato il 

gene corretto, e non uno sbagliato. 

La prima fase è stata quella di ottenere la proteina SUR 
allo stato puro. Come era noto, farmaci come la glibu- 
ride legano la SUR, che ha un peso molecolare di 140- 
170 kDa e un’elevata costante di affinità (K4< 10 nm). 
Aguilar-Bryan e collaboratori sfruttarono l'elevata af- 
finità della gliburide per “etichettare” la proteina SUR 
con un tracciante radioattivo che sarebbe poi servito 
come marcatore durante il processo di purificazione 
della proteina da un estratto cellulare. Per prima cosa 
essi prepararono un derivato marcato della gliburide, 
usando iodio radioattivo (!°° 1): 


\_ 4 
> H 


[!251]5-Iodio-2-idrossigliburide 


(d) Studi preliminari avevano dimostrato che la [!5 I]5- 
iodio-2-idrossigliburide ( [!°® I]gliburide) aveva la 
stessa Ke le stesse caratteristiche di legame della 
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gliburide non iodinata. Perché è stato necessario 
dimostrarlo (quali alternative sono state escluse)? 
Anche se la [!5 I]gliburide si era legata alla SUR con 
elevata affinità, una quantità significativa di farma- 
co marcato si sarebbe potuta dissociare dalla SUR du- 
rante il processo di purificazione. Per impedire questa 
possibilità, la [!°5 I]gliburide era stata legata covalen- 
temente alla SUR. Esistono varie metodiche per lega- 
re covalentemente due composti. Aguilar-Bryan e col- 
laboratori utilizzarono la luce ultravioletta. Quando 
vengono irradiate con luce ultravioletta a bassa lun- 
ghezza d’onda, le molecole aromatiche entrano in uno 
stato eccitato e formano facilmente legami covalenti 
con le molecole vicine. Legando la [!*I]gliburide alla 
proteina SUR, Aguilar-Bryan e collaboratori potero- 
no seguire solo la radioattività dello !°°I per purifica- 
re la SUR. 
Gli studiosi trattarono poi le cellule di criceto (che 
esprimono la SUR) con [!°*T]gliburide e luce UV, quin- 
di purificarono la proteina marcata con !°5I della mas- 
sa di 140 kDa. La sequenza dei primi 25 amminoa- 
cidi della regione amminoterminale è PLAFCGTEN- 
HSAAYRVDOGVLNNGC. I ricercatori genera- 
rono poi anticorpi contro i peptidi PLAFCGTE e 
HSAAYRVDOVG, presenti nella sequenza proteica, 
e dimostrarono che ambedue le sequenze si legavano 
alla proteina marcata con !°5I di 140 kDa. 
(e) Perché è stato necessario includere questa tappa di 
riconoscimento da parte dell’anticorpo? 
Successivamente i ricercatori progettarono dei primer 
per la PCR basati sulla sequenza riportata sopra e clo- 
narono un gene in una libreria di cDNA di criceto che 
codificava una proteina con queste sequenze (vedi il 
Capitolo 9 per le metodologie impiegate). Il CDNA pu- 
tativo per SUR ibridava con un mRNA di lunghezza ap- 
propriata presente nelle cellule che notoriamente con- 
tengono SUR. Il cDNA putativo per SUR non ibridava 
con nessuno degli mRNA presenti negli epatociti, che 
non esprimono SUR. 
(f) Perché è stato necessario effettuare l’ibridazione 
cDNA-mRNA? 
Infine, il gene clonato è stato inserito ed espresso in 
cellule COS, che normalmente non esprimono il gene 
SUR. Queste cellule furono mescolate con [!*T]glibu- 
ride, in presenza o in assenza di un grande eccesso di 
gliburide non marcata, e vennero quindi esposte alla 
luce UV. È stata poi misurata la radioattività nella pro- 
teina 140 kDa prodotta. I risultati sono riportati nella 
tabella seguente. 


Aggiunta Aggiunta Marcatura 
di cDNA di gliburide con 1251 nella 
Tipo di putativo non proteina di 
Esperimento cellula SUR? marcata? 140 kDa 

1 HIT No No +++ 

2 HIT No Sì - 

3 COS No No - 

4 COS Sì No +++ 

5 COS Sì Sì = 
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(g) Perché non è stata trovata la proteina di 140 kDa 
marcata con !°I nell’esperimento 2? 

(h) Come si possono usare i dati della tabella per affer- 
mare che il cDNA codifica la proteina SUR? 

(i) Quale altra informazione sarebbe necessaria per af- 
fermare che è stato in realtà clonato il gene per la 
proteina SUR? 
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a terza e ultima parte di questo libro prende in consi- 

derazione gli aspetti biochimici che stanno alla base 

di processi in apparenza contrastanti, quali la conti- 
nuità genetica e l'evoluzione degli organismi viventi. Qual 
è la natura molecolare del materiale genetico? In che mo- 
do l’informazione genetica è trasmessa da una generazio- 
ne all’altra con alta fedeltà? Come si originano i rari cam- 
biamenti del materiale genetico che sono la materia pri- 
ma per l'evoluzione? In che modo l'informazione geneti- 
ca è infine tradotta nelle sequenze amminoacidiche del- 
la sorprendente varietà di molecole proteiche presenti in 
una cellula vivente? 

La conoscenza attuale delle vie dell’informazione è 
emersa dalla convergenza di tre differenti discipline: la 
genetica, la fisica e la chimica, le cui informazioni sono 
confluite nella moderna biochimica. La scoperta culmi- 
nante di questa nuova disciplina è stata la struttura a dop- 
pia elica del DNA, individuata da James Watson e Francis 
Crick nel 1953 (vedi la Figura 8.13). La teoria genetica ha 
contribuito al concetto della codificazione mediante geni. 
La fisica ha reso possibile la determinazione della strut- 
tura molecolare del DNA attraverso l’analisi della diffra- 
zione dei raggi X. La chimica ha rivelato la composizione 
del DNA. Il grande impatto della teoria di Watson e Crick 
è giustificato prevalentemente dalla sua capacità di con- 
ciliare un vasto numero di risultati derivati da queste di- 
verse discipline. 

La rivoluzione prodotta dalle nuove conoscenze sul- 
la struttura del DNA inevitabilmente stimolò una serie 
di domande circa la sua funzione. La sua stessa struttura 
suggeriva come il DNA avrebbe potuto essere riprodotto 
in modo tale che l’informazione contenuta in esso potes- 
se essere trasmessa da una generazione a quella succes- 
siva. La comprensione di come l’informazione contenu- 
ta nel DNA potesse essere convertita in proteine funzio- 
nanti è divenuta possibile grazie alla scoperta dell’RNA 
messaggero e dell'RNA transfer e all’identificazione del 
codice genetico. 


Queste importanti acquisizioni hanno portato al dog- 
ma centrale della biologia molecolare, che comprende i tre 
processi principali nell’utilizzo a livello cellulare dell’in- 
formazione genetica. Il primo è la replicazione, cioè la co- 
piatura del DNA parentale per formare molecole di DNA 
figlie che hanno sequenze nucleotidiche identiche. Il se- 
condo è la trascrizione, il processo attraverso il quale par- 
ti del messaggio genetico codificato dal DNA sono copiate 
esattamente in RNA. Il terzo è la traduzione, in cui il mes- 
saggio genetico contenuto nell’RNA messaggero è tradot- 
to sui ribosomi in una proteina con una specifica sequen- 
za di amminoacidi. 

La Parte 3 è dedicata alla spiegazione di questi pro- 
cessi e di altri processi correlati. Nel Capitolo 24 esami- 
neremo la struttura, la topologia e il compattamento dei 
cromosomi e dei geni. I processi che costituiscono il dog- 
ma centrale saranno trattati nei Capitoli 25-27. In segui- 
to, come abbiamo fatto per le vie metaboliche biosinte- 
tiche, ci interesseremo dei meccanismi di regolazione ed 
esamineremo come è controllata l’espressione dell’infor- 
mazione genetica (Capitolo 28). 

Il tema fondamentale di questi capitoli è la grande com- 
plessità contenuta nelle biosintesi delle macromolecole in- 
formazionali. La sintesi degli acidi nucleici e delle protei- 
ne con le rispettive sequenze nucleotidiche e amminoaci- 


Replicazione DNA 


Trascrizione 


RNA 


Traduzione 


Proteina 


Il dogma centrale della biologia molecolare, che mostra le vie 
generali del flusso dell'informazione attraverso i processi di 
replicazione, trascrizione e traduzione. Il termine “dogma” è usato 
impropriamente, ma fu introdotto da Francis Crick quando ancora 
si avevano poche prove sperimentali a supporto di queste idee. Il 
“dogma”è diventato ora un principio basilare. 
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diche corrette non rappresenta altro che la conservazione 
dell’espressione fedele dello stampo sul quale è basata la 
vita stessa. Si potrebbe pensare che la formazione dei lega- 
mi fosfodiestere del DNA e dei legami peptidici delle pro- 
teine sia un compito banale per le cellule, considerando la 
dotazione di strumenti enzimatici e chimici descritta nel- 
la Parte 2 di questo libro. Tuttavia le regole e i modelli uti- 
lizzati nell'esame delle vie metaboliche devono essere am- 
pliati quando ci si riferisce alla trasmissione dell’informa- 
zione genetica. Nei biopolimeri informazionali si devono 
formare legami tra particolari subunità, evitando gli errori 
di sequenza. Ciò ha un enorme impatto sulla termodinami- 
ca, la chimica e l’enzimologia dei processi biosintetici. La 
formazione di un legame peptidico dovrebbe richiedere un 
apporto energetico solo di 21 kJ/mole, e sono noti enzimi 
relativamente semplici che catalizzano questo tipo di rea- 
zione. Invece per sintetizzare il legame peptidico corretto 
tra due amminoacidi in un dato punto di una proteina la 
cellula consuma circa 125 kJ/mole di energia chimica e fa 
uso delle attività combinate di più di 200 enzimi, molecole 
di RNA e proteine specializzate. La chimica coinvolta nel- 
la formazione del legame peptidico non è certo diversa a 
causa di questa ulteriore richiesta, ma alle reazioni di ba- 
se si sovrappongono ulteriori processi necessari ad assicu- 
rare che il legame peptidico si formi fra due specifici am- 
minoacidi. Linformazione costa. 


© 978-88-08-26148-9 


Pinterazione dinamica fra acidi nucleici e proteine è un 
altro tema centrale della Parte 3. Le molecole di RNA con 
funzione catalitica e regolatoria stanno gradualmente oc- 
cupando posizioni sempre più importanti nella nostra com- 
prensione di queste vie (esaminate nei Capitoli 26 e 27). 
Molti dei processi che formano le vie del flusso di infor- 
mazione della cellula sono, però, catalizzati e regolati da 
proteine. La conoscenza di questi enzimi e di altre protei- 
ne può essere interessante dal punto di vista sia pratico sia 
teorico, poiché questi elementi costituiscono le basi dello 
sviluppo della tecnologia del DNA ricombinante (introdot- 
ta nel Capitolo 9). 

Di nuovo l’evoluzione costituisce il tema principale. Mol- 
ti dei processi trattati nella Parte 3 risalgono a milioni di an- 
ni fa, e alcuni possono essere ricondotti a LUCA (the last uni- 
versal common ancestor, il primo comune progenitore uni- 
versale). I ribosomi, che costituiscono gran parte dell’appa- 
rato di traduzione, sono presenti in tutti gli organismi viven- 
ti del nostro pianeta. L'informazione genetica è una sorta di 
orologio molecolare che può aiutarci a capire le relazioni an- 
cestrali fra le diverse specie. Le vie di informazione comu- 
ni mettono in relazione l’uomo con qualunque altra specie 
presente sulla Terra, e con le specie ormai estinte. L’esplora- 
zione di queste vie sta permettendo ai ricercatori di solleva- 
re lentamente il sipario del primo atto: gli eventi che hanno 
preceduto la comparsa della vita sulla Terra. 


24.1 Elementicromosomici 


24.2 Superavvolgimento del DNA 1009 


Struttura dei cromosomi 1018 


24.3 


e dimensioni del DNA pongono un interessante pro- 
blema biologico. Poiché le molecole di DNA sono in 
genere molto più lunghe delle cellule o dei virus che 
le contengono (Figura 24.1), come possono essere conser- 
vate in spazi così ristretti? Per rispondere alla domanda, 
spostiamo la nostra attenzione dalla struttura secondaria 


0,5 um 


Figura 24.1 Rivestimento proteico del batteriofago T2 
circondato dalla sua unica molecola lineare di DNA. Il DNA è stato 
liberato lisando il batteriofago in acqua distillata e lasciando che il 
DNA si espandesse sulla superficie dell'acqua. Una particella non 
danneggiata del batteriofago T2 è costituita da una struttura più larga 
(la testa) che si assottiglia in una coda attraverso cui il fago si attacca 
alla superficie di una cellula batterica. Tutto il DNA mostrato in questa 
fotografia al microscopio elettronico è normalmente impacchettato 
all'interno della testa del fago. 
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del DNA, trattata nel Capitolo 8, allo straordinario grado 
di organizzazione richiesto per l’impacchettamento del 
DNA nei cromosomi, i depositari dell’informazione gene- 
tica. Il capitolo comincia con l'esame degli elementi strut- 
turali fondamentali dei cromosomi virali e cellulari, per 
passare allo studio delle dimensioni e dell’organizzazio- 
ne dei cromosomi. Discuteremo poi la topologia del DNA, 
soffermandoci sull’avvolgimento e sul superavvolgimen- 
to del DNA. Infine, prenderemo in esame le interazioni 
DNA-proteine che organizzano i cromosomi in struttu- 
re compatte. 


1 Elementi cromosomici 


Il DNA cellulare contiene geni e regioni intergeniche, en- 
trambi necessari per le funzioni vitali della cellula. I geno- 
mi più complessi come quelli delle cellule eucariotiche ri- 
chiedono un maggiore livello di organizzazione, e questo 
si riflette nelle caratteristiche strutturali dei loro cromo- 
somi. Inizieremo considerando i diversi tipi di sequenze di 
DNA e gli elementi strutturali all’interno dei cromosomi. 


e Igenisono segmenti di DNA che codificano catene 

polipeptidiche e RNA 
La nostra conoscenza dei geni è aumentata sensibilmente 
nel corso dell’ultimo secolo. Classicamente un gene era de- 
finito come la porzione di un cromosoma che determina 0 
influenza la comparsa di un singolo carattere o fenotipo 
(caratteristica visibile), come per esempio il colore degli 
occhi. Una definizione molecolare fu proposta da George 
Beadle ed Edward Tatum nel 1940. Esponendo le spore del 
fungo Neurospora crassa ai raggi X e ad altre sostanze note 
per la loro capacità di danneggiare il DNA e di alterarne 
la sequenza (mutazioni), i due scienziati produssero di- 
versi ceppi fungini mutanti, ognuno dei quali era privo di 
un enzima specifico, che causava a volte la scomparsa di 
un'intera via metabolica nel ceppo. Beadle e Tatum con- 
clusero che un gene è un segmento di materiale genetico 
che determina o codifica un enzima: l'ipotesi un gene-un 
enzima. Successivamente questo concetto fu modificato 
in un gene-un polipeptide, poiché molti geni codificano 
proteine che non sono enzimi oppure polipeptidi che fan- 
no parte di una proteina multisubunità. 

La definizione biochimica moderna è ancora più pre- 
cisa. Un gene è quella porzione di DNA che codifica la se- 
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quenza primaria di un prodotto genico finale che può es- 
sere un polipeptide, oppure un RNA con una specifica fun- 
zione strutturale o catalitica. Il DNA contiene anche altri 
segmenti o sequenze che hanno funzioni regolatrici. Que- 
ste sequenze regolatrici sono segnali che indicano l’ini- 
zio o la fine dei geni, che influenzano la trascrizione dei 
geni, oppure fungono da inizio della replicazione o della 
ricombinazione (vedi il Capitolo 28). Alcuni geni possono 
essere espressi in vari modi per generare prodotti genici 
multipli a partire da un solo segmento di DNA. I mecca- 
nismi trascrizionali e traduzionali alla base di questi pro- 
cessi sono descritti nei Capitoli dal 26 al 28. 


Edward L. Tatum, 
1909-1975 


George W. Beadle, 
1903-1989 


La dimensione complessiva dei geni che codificano 
proteine può essere determinata direttamente. Come de- 
scritto in dettaglio nel Capitolo 27 ciascun amminoacido 
di una catena polipeptidica è codificato da una sequenza 
di tre nucleotidi consecutivi presenti su una singola ca- 
tena di DNA (Figura 24.2). Questi “codoni” sono disposti 
in una sequenza che corrisponde alla sequenza degli am- 
minoacidi nel polipeptide codificato dal gene. Una catena 
polipeptidica con 350 residui amminoacidici (una catena 
di dimensioni medie) corrisponde infatti a 1050 coppie di 
basi (bp) del DNA. Ma i geni degli eucarioti e alcuni geni 
dei procarioti sono interrotti da sequenze di DNA non co- 
dificante e sono quindi considerevolmente più lunghi ri- 
spetto a quanto è possibile prevedere dal semplice calcolo. 

Quanti sono i geni presenti in un singolo cromosoma? Il 
cromosoma di Escherichia coli, uno dei genomi di procario- 
ti che è stato completamente sequenziato, è una molecola 
di DNA circolare (nel senso di un avvolgimento senza fine 
piuttosto che un cerchio perfetto) formato da 4 639 675 bp. 
Queste coppie di basi contengono circa 4300 geni che co- 
dificano proteine e 157 geni che codificano molecole sta- 
bili di RNA. Tra gli eucarioti, i circa 3,1 miliardi di cop- 
pie di basi contenute nel genoma umano codificano quasi 
25 000 geni suddivisi in 24 cromosomi diversi. 


e Le molecole di DNA sono molto più lunghe degli involucri 
che le contengono 

I DNA cromosomici sono spesso più lunghi di molti ordi- 

ni di grandezza delle cellule o dei virus in cui sono conte- 

nuti (Figura 24.1; Tabella 24.1). Questo si verifica per ogni 

classe di organismi o parassiti virali. 


Virus I virus non sono organismi capaci di vivere auto- 
nomamente; al contrario essi sono parassiti infettivi che 
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Figura 24.2 Colinearità tra le sequenze nucleotidiche 
codificanti del DNA e dell’'mRNA e la sequenza amminoacidica 
di una catena polipeptidica. Le triplette delle unità nucleotidiche 
del DNA determinano la sequenza degli amminoacidi nella proteina 
attraverso la formazione intermedia dell'mRNA. Solo una delle 
catene del DNA serve come stampo per la sintesi dell'mRNA, che ha 
triplette nucleotidiche (codoni) complementari a quelle del DNA. In 
alcuni batteri e in molti geni eucariotici le sequenze codificanti sono 
interrotte da tratti di sequenze non codificanti (i cosiddetti introni). 


per propagarsi sfruttano molte delle funzioni della cellu- 
la ospite. Le particelle virali infettanti sono in gran parte 
costituite solo dal loro genoma (di solito una sola moleco- 
la di DNA o di RNA), circondato da un involucro proteico. 

Quasi tutti i virus delle piante e alcuni virus dei bat- 
teri e degli animali contengono RNA come materiale ge- 
netico. Questi genomi tendono a essere estremamente ri- 
dotti. Per esempio, il genoma del retrovirus HIV dei mam- 
miferi è lungo 9000, mentre quello del batteriofago QB ne 
ha 4220. Entrambi hanno un genoma costituito da RNA 
a catena singola. 

I genomi dei virus a DNA, invece, hanno dimensioni 
molto variabili (Tabella 24.1). Molti DNA virali sono cir- 
colari per almeno una parte del loro ciclo vitale. Nel corso 
della replicazione del virus all’interno della cellula ospite 
possono comparire forme particolari di DNA virale, chia- 
mate forme replicative; per esempio, molti DNA lineari 
diventano circolari e tutti i DNA a catena singola diventa- 
no a doppia catena. 

Un tipico virus a DNA di media grandezza è il bat- 
teriofago \ (lambda) che infetta E. colî. Nella sua forma 
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M Tabella 24.1 Le dimensioni del DNA e delle particelle virali di alcuni virus dei batteri (batteriofagi) 


Numero di bp nel DNA 


Virus virale 
dDX174 5386 
T7 39 936 
\ (lambda) 48 502 
T4 168 889 


Lunghezza del DNA 


Lunghezza della 


virale (nm) particella virale (nm) 


1939 25 
14 377 78 
17 460 190 
60 800 210 


Nota: i dati si riferiscono alla forma replicativa (a doppia catena). La lunghezza è calcolata supponendo che ciascuna coppia di basi 


sia lunga 3,4 À (vedi la Figura 8.13). 


replicativa all’interno delle cellule, il DNA X è una dop- 
pia elica circolare. Questo DNA a doppia catena contiene 
48 502 coppie di basi e ha una lunghezza totale di 175 um. 
Il batteriofago DX174 è un virus a DNA molto più piccolo; 
il DNA di una particella virale di DX174 è circolare, ha una 
catena singola e la sua forma replicativa a doppia catena 
contiene 5386 bp. Nonostante i genomi virali siano picco- 
li, emerge chiaramente che le loro lunghezze complessive 
sono maggiori delle dimensioni delle particelle in cui so- 
no contenuti (Tabella 24.1). 


Batteri Una singola cellula di E. coli contiene quasi 100 
volte più DNA di una particella di batteriofago X. Il cro- 
mosoma di una cellula di E. colî è costituito da un’uni- 
ca molecola circolare a doppia catena. Essa è formata da 
4 639 675 coppie di basi e ha una lunghezza complessiva 
di circa 1,7 mm, approssimativamente 850 volte la lun- 
ghezza di una cellula di E. coli (Figura 24.3). Oltre alla 
molecola di DNA circolare di grandi dimensioni localiz- 
zata nel nucleoide, molti batteri contengono una o più 
piccole molecole di DNA circolare libere nel citosol. Que- 
sti elementi extracromosomici sono chiamati plasmidi 
(Figura 24.4; vedi anche pagina 327). La maggior parte 
dei plasmidi ha una lunghezza di poche migliaia di cop- 
pie di basi, ma alcuni sono lunghi anche più di 10 000 bp. 
I plasmidi contengono informazioni genetiche e si repli- 
cano per dare origine a plasmidi figli, che vengono tra- 
smessi alle cellule figlie al momento della divisione cel- 
lulare. Oltre che nei batteri i plasmidi sono stati trovati 
nei lieviti e nei funghi. 

In molti casi i plasmidi non conferiscono alcun vantag- 
gio al loro ospite e la loro unica funzione sembra essere 
l’autopropagazione. Tuttavia, alcuni contengono geni che 
rendono il batterio ospite resistente ad agenti antibatteri- 
ci. Per esempio, alcuni plasmidi che trasportano il gene per 
l'enzima f-lattamasi conferiscono resistenza ad antibiotici 
B-lattamici come la penicillina, l’ampicillina e l’amoxicilli- 
na (vedi la Figura 6.31). Questi plasmidi e altri simili pos- 
sono anche passare da una cellula antibiotico-resistente a 
una antibiotico-sensibile della stessa o di un’altra specie 
batterica, rendendo quindi quest’ultima resistente. L’ab- 
bondante uso di antibiotici in alcune popolazioni umane 
ha determinato una forte pressione selettiva facilitando 
la diffusione dei plasmidi che conferiscono resistenza agli 
antibiotici (così come degli elementi trasponibili descritti 
più avanti che trasportano geni simili) in batteri patogeni, 
creando ceppi batterici resistenti a molti antibiotici. I me- 
dici stanno diventando sempre più riluttanti a prescrive- 


re gli antibiotici, a meno che non sia strettamente neces- 
sario. Per ragioni simili, si cerca oggi di limitare l’aggiunta 
di antibiotici al mangime animale. 


Eucarioti Una singola cellula di lievito, uno degli euca- 
rioti più semplici, ha una quantità di DNA 2,6 volte su- 
periore rispetto a una cellula di E. coli (Tabella 24.2). Le 
cellule di Drosophila, il moscerino della frutta usato negli 
studi genetici classici, ne hanno una quantità 35 volte su- 
periore rispetto alle cellule di E. coli, e ogni cellula di un 
essere umano e di molti altri mammiferi ha circa 700 vol- 
te più DNA. Le cellule di numerose piante e anfibi hanno 
quantità di DNA ancora maggiori. Il materiale genetico è 
suddiviso in cromosomi, il cui numero diploide (2n) è ti- 
pico di ciascuna specie (Tabella 24.2). Una cellula soma- 
tica umana, per esempio, ha 46 cromosomi (Figura 24.5). 
Ogni cromosoma di una cellula eucariotica, come quel- 
lo mostrato nella Figura 24.5a, contiene una sola, grande 
molecola di DNA a doppia catena. Le molecole di DNA 
dei 24 diversi tipi di cromosomi umani (22 coppie, più i 
cromosomi sessuali X e Y) hanno una lunghezza che può 
variare fino a 25 volte. Ogni cromosoma eucariotico con- 
tiene un insieme caratteristico di geni. 

Le molecole di DNA del genoma umano poste l’una in 
fila all’altra si estenderebbero per circa un metro. La mag- 
gior parte delle cellule umane è diploide e ogni cellula con- 
tiene circa 2 m di DNA. Un corpo umano adulto contiene 
approssimativamente 10" cellule, e quindi la lunghezza 
totale del DNA corrisponde a circa 2 X 10! km. Se si con- 
fronta questa lunghezza a quella della circonferenza del- 
la Terra (4 X 10*km) o alla distanza esistente fra la Terra 
e il Sole (1,5 X 10° km), risulta chiaro che l’organizzazio- 
ne del DNA nella cellula deve presentare uno straordina- 
rio grado di compattamento. 

Le cellule eucariotiche sono anche provviste di orga- 
nelli, come i mitocondri (Figura 24.6) e i cloroplasti, che 
contengono DNA. Il DNA mitocondriale (mtDNA) è una 
molecola molto piccola, se paragonata ai cromosomi nu- 
cleari. Nelle cellule animali, l’mtDNA contiene meno di 
20 000 coppie di basi (16 569 bp nell’mtDNA umano) ed è 
presente sotto forma di DNA circolare a doppia elica. Ogni 
mitocondrio possiede da due a dieci copie di questa mole- 
cola di mtDNA e il numero può arrivare fino a centinaia 
in alcuni tipi di cellule di un embrione che sta andando in- 
contro a differenziamento. In pochi organismi (per esem- 
pio i tripanosomi) ogni mitocondrio contiene centinaia di 
copie di mtDNA organizzato in complessi e interconnesso 
alla matrice, note come chinetoplasti. EmtDNA di cellu- 
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Figura 24.3 Lunghezza del cromosoma di E. coli (1,7 mm) 
confrontata con la lunghezza di una tipica cellula di E. coli (2 am). 


Figura 24.4 DNA di una cellula di E. coli lisata. In questa fotografia al microscopio elettronico, i 
plasmidi di DNA, molto piccoli e circolari, sono indicati da frecce bianche. Le macchie nere e bianche 
sullo sfondo sono artefatti della preparazione. 


BM Tabella 24.2 DNA, geni e cromosomi contenuti in alcuni genomi 


Numero approssimato 


DNA totale (bp) Numero di cromosomi* di geni 
Batterio (Escherichia coli K12) 4639 675 1 4435 
Lievito (Saccharomyces cerevisiae) 12.080 000 16° 5860 
Nematode (Caenorhabditis elegans) 90 269 800 124 23 000 
Pianta (Arabidopsis thaliana) 119 186 200 10 33 000 
Moscerino della frutta (Drosophila melanogaster) 120 367 260 18 20 000 
Pianta (Oryza sativa; riso) 480 000 000 24 57 000 
Topo (Mus musculus) 2 634 266 500 40 27 000 
Uomo (Homo sapiens) 3070 128 600 46 29 000 


Note: queste informazioni sono costantemente aggiornate. Per ulteriori aggiornamenti, consultate il sito web peri progetti dei singoli genomi. 
* Il numero diploide dei cromosomi è valido per tutti gli eucarioti, eccetto il lievito. 

*Numero aploide di cromosomi. I ceppi selvatici di lievito possiedono otto (ottoploidi) o più serie di questi cromosomi. 

* Numero per le femmine, con due cromosomi X. I maschi possiedono il cromosoma X ma non TY, quindi 11 cromosomi in tutto. 
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Figura 24.6 Un mitocondrio in divisione. Alcuni RNA e alcune 
proteine mitocondriali sono codificati da una delle copie del DNA 
mitocondriale (qui non visibile). II DNA (mtDNA) si replica ogni volta 
che il mitocondrio si divide, prima della divisione cellulare. 
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Figura 24.5 Cromosomi eucariotici. (a) Una coppia di cromatidi fratelli di 

un cromosoma umano legati e condensati. | cromosomi eucariotici si trovano in 
questo stato dopo la replicazione, in metafase, durante la mitosi. (b) Un insieme 
completo di cromosomi di un leucocita appartenente a uno degli autori di questo 
libro. Ogni cellula somatica umana contiene 46 cromosomi. 


le vegetali è considerevolmente più grande di quello del- 
le cellule animali e contiene da 200 000 a 2 500 000 bp. Il 
DNA dei cloroplasti (coDNA) è anch'esso presente in for- 
ma circolare a doppia elica e le sue dimensioni variano da 
120 000 a 160 000 bp. 

Lorigine evolutiva dei DNA dei mitocondri e dei cloro- 
plasti è stata oggetto di numerose ricerche. È ormai univer- 
salmente accettato che essi siano vestigia di cromosomi di 
antichi batteri penetrati nel citoplasma della cellula ospite 
che sono poi diventati i precursori di questi organelli (ve- 
di la Figura 1.38). Il DNA mitocondriale codifica i tRNA 
e l’rRNA e alcune proteine mitocondriali. Più del 95% del- 
le proteine mitocondriali è codificato dal DNA nucleare. I 
mitocondri e i cloroplasti si dividono quando anche la cel- 
lula si divide; prima e durante la divisione di questi orga- 
nelli il loro DNA si replica e le molecole di DNA figlie pas- 
sano negli organelli figli. 
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Figura 24.7 Introni in due geni eucariotici. || gene per 
l'ovoalbumina ha sette introni (A-G), che dividono la sequenza 
codificante in otto esoni (L, e 1-7). Il gene per la subunità f} 


e Igenieicromosomi degli eucarioti 

sono molto complessi 
Molti batteri contengono soltanto un cromosoma per cel- 
lula e in quasi tutti i casi ogni cromosoma contiene una so- 
la copia di ciascun gene. Solo pochissimi geni, per esempio 
quelli che codificano gli rRNA, sono ripetuti diverse volte. 
Quasi tutto il DNA nei procarioti è costituito da geni e se- 
quenze regolatrici. Inoltre quasi tutti i geni sono colinea- 
ri con la sequenza amminoacidica (0 con la sequenza di 
RNA) che essi codificano (vedi la Figura 24.2). 

Lorganizzazione dei geni nel DNA degli eucarioti è 
strutturalmente e funzionalmente molto più complessa. 
Gli studi sui cromosomi eucariotici hanno portato a mol- 
te scoperte sorprendenti. Molti, se non la maggior parte, 
dei geni degli eucarioti hanno caratteristiche strutturali 
peculiari e complesse: le loro sequenze nucleotidiche con- 
tengono uno o più segmenti di DNA intercalati che non 
codificano la sequenza amminoacidica della catena poli- 
peptidica. Questi inserti non tradotti interrompono la re- 
lazione altrimenti colineare tra la sequenza dei nucleotidi 
del gene e la sequenza amminoacidica codificata del poli- 
peptide. I segmenti di DNA non tradotto presenti nei geni 
sono chiamati sequenze intercalate o introni, mentre i 
segmenti tradotti sono chiamati esoni. Solo pochi geni di 
procarioti contengono introni. 

Negli eucarioti in posizione più elevata nella scala evo- 
lutiva, un gene tipico possiede molte più sequenze intro- 
niche che sequenze esoniche. Per esempio, nel gene che 
codifica la catena polipeptidica della proteina ovoalbumi- 
na presente nell'uovo degli uccelli (Figura 24.7), gli intro- 
ni sono molto più lunghi degli esoni; la somma delle sette 
sequenze introniche copre l'85% del DNA di questo gene. 
Il gene della proteina muscolare titina contiene più intro- 
ni di tutti: ne possiede ben 178. Sembra che i geni degli 
istoni non abbiano introni. In molti casi la funzione de- 
gli introni non è chiara. In totale soltanto circa 11,5% del 
DNA umano è “codificante” o DNA esonico. Tuttavia, se 
nel conteggio sono compresi gli introni più grandi, il 30% 
del genoma umano è costituito da geni. Per comprendere 
le altre sequenze genomiche rimane ancora da svolgere 
una grande mole di lavoro. La maggior parte del DNA che 
non è all’interno dei geni è costituita da sequenze ripetu- 
te. Esse comprendono gli elementi trasponibili (trasposo- 
ni), parassiti molecolari che rappresentano circa la metà 
del DNA presente nel genoma umano (vedi la Figura 9.29 
e i Capitoli 25 e 26). 


B 
851 bp 


dell'emoglobina ha due introni e tre esoni; un introne contiene da 
solo oltre la metà delle coppie di basi del gene. 


Circa il 3% del genoma umano è costituito da sequen- 
ze altamente ripetitive, definite anche DNA a sequen- 
za semplice o semplici sequenze ripetute (SSR). Que- 
ste corte sequenze, generalmente formate da meno di 
10 coppie di basi, sono talvolta ripetute milioni di volte 
in ogni cellula. Il DNA a sequenza semplice viene anche 
chiamato DNA satellite, in quanto la sua inusuale com- 
posizione di basi ne provoca la migrazione come bande 
“satellite” (separate dal resto del DNA) quando campioni 
frammentati di DNA cellulare vengono sottoposti a cen- 
trifugazione in gradiente di densità con cloruro di cesio. 
Recenti studi suggeriscono che il DNA a sequenza sempli- 
ce non codifichi proteine o RNA. A differenza degli ele- 
menti trasponibili, il DNA altamente ripetitivo può ave- 
re un'importanza funzionale nel metabolismo cellulare 
umano, in quanto gran parte di esso è associata a due 
strutture caratteristiche dei cromosomi eucariotici: i cen- 
tromeri e i telomeri. 

Il centromero (Figura 24.8) è una sequenza di DNA 
che durante il processo di divisione cellulare funge da pun- 
to d’attacco delle proteine che legano il cromosoma al fuso 
mitotico. Questo attacco è essenziale per un’eguale e ordi- 
nata distribuzione dei cromosomi alle cellule figlie. Sono 
stati isolati e studiati i centromeri di Saccharomyces cerevi- 
siae. Le sequenze essenziali per la funzione del centrome- 
ro sono lunghe circa 130 bp e sono molto ricche di coppie 
A="7T. Le sequenze centromeriche di eucarioti più evoluti 
sono molto più lunghe e, diversamente da quelle di lievi- 
to, contengono generalmente DNA a sequenza semplice, 
costituito da migliaia di copie di una o poche brevi sequen- 
ze - da 5 a 10 coppie di basi - con lo stesso orientamento. 
Non è ancora noto il ruolo del DNA a sequenza semplice 
nel centromero. 

I telomeri (dal greco telos, “fine”) sono sequenze poste 
all’estremità dei cromosomi eucariotici e aiutano a stabi- 
lizzare il cromosoma. I telomeri meglio caratterizzati so- 


Telomero Centromero Telomero 


S5__|I ___E 
e a 


Sequenze uniche (geni), ripetuti dispersi 
e origini di replicazione multiple 


Figura 24.8 Gli elementi strutturali importanti di un 
cromosoma di lievito. 
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BM Tabella 24.3 Sequenze telomeriche 


Sequenze telomeriche 


Organismo ripetute 

Homo sapiens (uomo) (TTAGGG),, 
Tetrahymena thermophila (TTGGGG), 
(protozoo ciliato) 

Saccharomyces cerevisiae (lievito) ((TG)13(TG)2.3)n 
Arabidopsis thaliana (pianta) (TTTAGGG),, 


no quelli degli eucarioti più semplici. I telomeri di lievito 
terminano con sequenze ripetute nella forma di 


(5') (T,G,)n 
(3') (A.C, n 


dove x e y variano generalmente da 1 a 4 (Tabella 24.3). Il 
numero delle ripetizioni del telomero, n, varia tra 20 e 100 
nei cromosomi della maggior parte degli eucarioti unicel- 
lulari e generalmente è superiore a 1500 nei cromosomi 
dei mammiferi. Le estremità di una molecola lineare di 
DNA non possono essere normalmente replicate dall’ap- 
parato replicativo della cellula (questa può essere la ragio- 
ne per cui le molecole di DNA batterico sono circolari). Le 
sequenze telomeriche ripetute sono aggiunte ai cromoso- 
mi eucariotici principalmente dall’enzima specifico telo- 
merasi (vedi la Figura 26.38). 

Sono stati costruiti cromosomi artificiali (Capitolo 9) 
come strumento per comprendere meglio il significato 
funzionale di molte caratteristiche strutturali dei cromo- 
somi eucariotici. La creazione di un cromosoma artificia- 
le ragionevolmente stabile richiede solo tre componenti: 
un centromero, i telomeri a ogni estremità e le sequenze 
che permettono l’inizio della replicazione del DNA. I cro- 
mosomi artificiali di lievito (YAC; vedi la Figura 9.6) sono 
stati creati come strumento di ricerca biotecnologica. Ana- 
logamente, i cromosomi artificiali umani (HAC) sono stati 
creati per il trattamento di malattie genetiche. Questi po- 
trebbero, eventualmente, fornire una nuova via per la so- 
stituzione intracellulare di prodotti genici mancanti o di- 
fettosi o per la realizzazione della terapia genica. 


SOMMARIO 24.1 
Elementi cromosomici 

e I geni sono segmenti di un cromosoma che contengo- 
no l'informazione per un polipeptide funzionale o una 
molecola di RNA. Oltre ai geni, i cromosomi contengo- 
no varie sequenze regolatrici coinvolte nella replicazio- 
ne, nella trascrizione e in altri processi. 


Figura 24.9 Superavvolgimenti. Un tipico filo 

del telefono è avvolto come un'elica del DNA, e il filo 
telefonico attorcigliato si può a sua volta superavvolgere. 
L'illustrazione è particolarmente appropriata perché 
proprio l'osservazione dell'attorcigliamento dei fili del 
telefono condusse Jerome Vinograd e i suoi collaboratori 
all'intuizione che molte proprietà dei piccoli DNA circolari 
potevano essere spiegate con il superavvolgimento. Essi 
individuarono per primi, nel 1965, il superavvolgimento in 
piccoli DNA virali circolari. 


Superavvolgimento —} 
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e Le molecole di DNA e RNA genomico sono general- 
mente più lunghe di vari ordini di grandezza delle par- 
ticelle virali che le contengono. 

e Molti geni nelle cellule eucariotiche e pochi nei batteri 
e negli archea sono interrotti da sequenze non codifi- 
canti chiamate introni. I segmenti codificanti separati 
dagli introni sono detti esoni. 

e Solamente 11,5% circa dell'intero DNA genomico 
dell’uomo codifica proteine. Considerando anche gli 
introni, meno di un terzo del DNA genomico umano 
è costituito da geni. La maggior parte del rimanente 
DNA comprende vari tipi di sequenze ripetute. I pa- 
rassiti degli acidi nucleici, conosciuti come trasposoni, 
rappresentano circa la metà del genoma umano. 

e I cromosomi eucariotici possiedono due importanti se- 
quenze di DNA ripetitivo con funzione speciale: i cen- 
tromeri, che sono i punti di attacco per il fuso mitotico, 
e i telomeri, localizzati alle estremità dei cromosomi. 


Superavvolgimento del DNA 


Dagli esempi forniti in precedenza risulta chiaro che il 
DNA cellulare deve essere strettamente compattato, il 
che implica un elevato grado di organizzazione struttura- 
le. Il meccanismo di ripiegamento non deve soltanto im- 
pacchettare il DNA, ma deve anche permettere l’accesso 
all'informazione contenuta nel DNA. Prima di considera- 
re come ciò avviene, in processi quali la replicazione e la 
trascrizione, dobbiamo esaminare l’importante proprietà 
della struttura del DNA: il superavvolgimento. 

Il termine “superavvolgimento” sta a indicare “avvol- 
gimento di qualcosa già avvolto”. Il filo del telefono, per 
esempio, è un tipico filo avvolto. La torsione che spesso 
si verifica in tale filo a partire dalla base dell’apparecchio 
telefonico al ricevitore generalmente determina un supe- 
ravvolgimento (Figura 24.9). II DNA è avvolto in forma 
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Figura 24.10 Superavvolgimento del DNA. Quando l'asse del 
DNA a doppia elica è avvolto su se stesso, si forma una nuova elica 
(superelica). Il DNA a superelica di solito è detto superavvolto. 


di una doppia elica nella quale entrambe le catene avvol- 
te ruotano intorno a un asse. Un ulteriore ripiegamento 
o una torsione di tale asse su se stesso (Figura 24.10) de- 
terminano un superavvolgimento del DNA. Come ver- 
rà spiegato in dettaglio in seguito, il superavvolgimento 
del DNA in genere è la manifestazione di una tensione 
strutturale. Al contrario, se non vi è alcun ripiegamento 
dell’asse del DNA su se stesso, si dice che il DNA è in uno 
stato rilassato. 

Mentre era possibile prevedere che la compattazione 
del DNA potesse comportare una qualche forma di super- 
avvolgimento, era più difficile intuire che anche la repli- 
cazione e la trascrizione del DNA richiedessero un super- 
avvolgimento. La replicazione e la trascrizione richiedono 
una temporanea separazione delle eliche di DNA, resa dif- 
ficile dal fatto che le due catene del DNA sono avvolte l’u- 
na sull’altra (come mostrato nella Figura 24.11). 

È sicuramente ragionevole pensare che il DNA nella 
sua forma cellulare altamente impacchettata sia superav- 
volto, e ciò sarebbe addirittura ovvio se non fosse per il fat- 
to che molte molecole di DNA circolare rimangono supe- 
ravvolte anche dopo che sono state purificate e separate 
dalle proteine e da altri componenti cellulari. Ciò indica 
che il superavvolgimento è un importante aspetto intrin- 
seco alla struttura terziaria del DNA. Esso è ubiquitario nel 
DNA cellulare ed è strettamente regolato in ogni cellula. 

Sono state definite alcune proprietà quantificabili del 
superavvolgimento che hanno fornito molti chiarimen- 
ti sulla struttura e sulla funzione del DNA. Questo studio 
si è avvalso abbondantemente di concetti derivati da una 
branca della matematica chiamata topologia, cioè lo stu- 
dio delle proprietà di un oggetto che non cambiano pur 
subendo esso deformazioni continue. Nel caso del DNA, 
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Figura 24.11 Gli effetti della replicazione e della trascrizione 
sul superavvolgimento del DNA. Poiché il DNA ha una struttura a 
doppia elica, la separazione delle sue catene porta a una maggiore 
tensione e a un superavvolgimento se la molecola di DNA è 
bloccata (non libera di ruotare) a monte della separazione dei 
filamenti. (a) L'effetto generale può essere facilmente rappresentato 
dall'avvolgimento di due segmenti lineari di elastico digomma l'uno 
intorno all'altro in modo da formare una doppia elica. Se una delle 
due estremità è bloccata, la separazione dei due filamenti all'altra 
estremità produrrà un superavvolgimento. (b) Il progredire della 
DNA polimerasi o della RNA polimerasi lungo una molecola di DNA 
(come mostrato nella figura) comporta la separazione dei filamenti. 
Come risultato, il DNA diventa superavvolto a monte dell'enzima e 
disavvolto a valle dell'enzima. Le frecce rosse indicano la direzione 
dell'avvolgimento. 


fra le continue deformazioni ci sono modificazioni con- 
formazionali dovute a movimenti termici o a interazioni 
con proteine o con altre molecole. Deformazioni disconti- 
nue richiedono la rottura delle catene del DNA. Per le mo- 
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lecole di DNA circolare, una proprietà topologica è quel- 
la che non viene alterata dalla deformazione delle catene 
del DNA, senza che vi siano rotture. Le proprietà topolo- 
giche del DNA possono essere modificate soltanto attra- 
verso la rottura e la riunione di una o di entrambe le ca- 
tene del DNA. 

Esaminiamo ora le proprietà fondamentali del superav- 
volgimento e le origini fisiche di questo fenomeno. 


e La maggior parte del DNA cellulare 

è parzialmente disavvolto 
Per capire la natura del superavvolgimento dobbiamo ora 
focalizzare la nostra attenzione sulle proprietà dei picco- 
li DNA circolari, come i plasmidi e i virus a DNA. Quando 
questi tipi di DNA non contengono interruzioni in nessu- 
na delle due catene sono chiamati DNA circolari chiusi. 
Se il DNA che forma una molecola circolare chiusa è nel- 
la struttura B (la struttura di Watson-Crick; vedi la Figu- 
ra 8.13), con un giro della doppia elica ogni 10,5 coppie 
di basi, il DNA sarà rilassato anziché superavvolto (Figu- 
ra 24.12). Il superavvolgimento avviene quando il DNA è 
sottoposto a una deformazione strutturale. Tuttavia, quan- 
do sono purificati, i DNA circolari chiusi raramente sono 
rilassati, indipendentemente dalla loro origine biologica. 
Inoltre, un DNA derivato da un determinato tipo cellu- 
lare ha un caratteristico grado di superavvolgimento. La 
struttura del DNA è quindi sottoposta in qualche modo a 
una tensione regolata dalla cellula, tale da indurre il su- 
peravvolgimento. 

In quasi tutti i casi la tensione è il risultato di un di- 
savvolgimento del DNA circolare chiuso a doppia elica. 
In altre parole, il DNA presenta un numero di giri di elica 
minore di quanto ci si dovrebbe attendere se il DNA fosse 
nella struttura B. L’effetto del parziale disavvolgimento 
è illustrato nella Figura 24.13. Un segmento di 84 coppie 
di basi di un DNA circolare rilassato conterrebbe otto gi- 
ri di doppia elica, uno ogni 10,5 coppie di basi. Se uno di 
questi giri è rimosso, ci saranno (84 bp)/7 = 12,0 coppie 
di basi per giro, invece delle 10,5 che si trovano nel DNA 
B (Figura 24.13b). Questa è una deviazione dalla forma 
di DNA più stabile e la molecola risulta termodinamica- 
mente svantaggiata. Generalmente la deformazione po- 
trebbe essere riequilibrata tramite l’avvolgimento dell’asse 
del DNA su se stesso per formare un superavvolgimento 
(Figura 24.13c; parte della tensione in questo segmento 
di DNA di 84 bp potrebbe essere dispersa nella struttura 
non avvolta di una molecola di DNA più grande). In linea 
di principio la deformazione potrebbe essere riequilibrata 
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anche tramite la parziale separazione delle due catene di 
DNA per una lunghezza corrispondente a circa 10 coppie 
di basi (Figura 24.13d). Nei segmenti isolati di DNA cir- 
colare a doppia elica la deformazione provocata dal disav- 
volgimento è generalmente risolta dal superavvolgimen- 
to piuttosto che dalla separazione delle catene, in quanto 
l’avvolgimento dell’asse del DNA di solito richiede meno 
energia della rottura dei legami idrogeno che tengono uni- 
te le due catene. È comunque da notare che il disavvolgi- 
mento del DNA in vivo rende più facile separare le cate- 
ne tra loro, il che consente facile accesso all’informazione 
contenuta al loro interno. 


IMAVINISINIIXM 


(a) Stato rilassato (8 giri) 


PNANANINININON 


(b) Stato in tensione (7 giri) 
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(c) Superavvolto 
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(d) Separazione delle catene 


Figura 24.13 Effetti del parziale disavvolgimento del DNA. 

(a) Un segmento di DNA lungo 84 coppie di basi, nella sua forma 
rilassata con otto giri di elica, che fa parte di una molecola circolare 
chiusa. (b) La rimozione di un giro induce una tensione strutturale. 
(c) La tensione è generalmente risolta attraverso la formazione di 
un superavvolgimento. (d) Il disavvolgimento del DNA rende anche 
più facile la separazione delle due catene. In teoria, ogni giro di 
disavvolgimento potrebbe facilitare la separazione delle catene per 
un tratto di circa 10 coppie di basi, come indicato nella figura. Tuttavia 
le coppie di basi unite con legame idrogeno potrebbero impedire 
la separazione delle catene per una distanza così esigua, e quindi 
l'effetto diventa importante solo per segmenti di DNA più lunghi o 
per DNA con livelli di disavvolgimento superiori. 
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Ogni cellula disavvolge attivamente il suo DNA con 
l’aiuto di processi enzimatici (descritti in seguito) e lo sta- 
to di tensione risultante rappresenta una forma di imma- 
gazzinamento di energia. Le cellule mantengono il DNA 
in uno stato parzialmente disavvolto per facilitarne il com- 
pattamento. Inoltre, il parziale disavvolgimento è molto 
importante per gli enzimi che intervengono nel metabo- 
lismo del DNA e che hanno tra le loro funzioni la separa- 
zione delle due catene della doppia elica. 

Lo stato parzialmente disavvolto può essere mantenuto 
solo se il DNA è in forma circolare chiusa o se è stabilizza- 
to da interazioni con proteine, in modo che le catene non 
siano libere di ruotare su se stesse. Se si verifica un’inter- 
ruzione in una delle due catene di un DNA circolare non 
legato a proteine, in quel punto la rotazione libera provo- 
cherà un ritorno spontaneo allo stato rilassato del DNA 
disavvolto. In un DNA circolare chiuso, invece, il numero 
di giri di elica è fisso e non può essere modificato, a meno 
che una delle catene di DNA non sia interrotta anche in 
modo transitorio. Il numero dei giri di elica di una mole- 
cola di DNA è quantificabile e fornisce perciò una precisa 
descrizione del superavvolgimento. 


e IIDNA disavvolto è definito topologicamente 
dal numero di legame 
La branca della matematica chiamata topologia fornisce al- 
cune idee utili a questa discussione, in particolare sul con- 
cetto di numero di legame (linking number, Lk). Il nume- 
ro di legame descrive una proprietà topologica in quanto 
non varia quando il DNA a doppia elica subisce qualunque 
tipo di torsione o deformazione, a condizione che entram- 
be le catene di DNA rimangano integre. Il concetto di nu- 
mero di legame è illustrato nella Figura 24.14. 
Cominciamo analizzando la separazione delle due ca- 
tene di un DNA circolare a doppia elica. Se queste due ca- 


(b) Lk = 6 


Figura 24.14 Il numero di legame, Lk. Come in altre parti del testo, 
ogni catena di DNA a doppia elica è rappresentata da un nastro blu. Per 
la molecola raffigurata in (a), LK= 1; per la molecola in 

(b), LK= 6. Una delle catene in (b) è mantenuta disavvolta a scopo 
illustrativo, per delimitare il perimetro di una superficie immaginaria 
(colorata in azzurro più chiaro). Il numero di volte che la catena avvolta 
penetra in questa superficie corrisponde al numero di legame. 
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tene sono legate come indicato nella Figura 24.14a, esse 
sono effettivamente unite da ciò che può essere descrit- 
to come un legame topologico. Anche se tutti i legami 
idrogeno e l’impilamento delle basi venissero a mancare 
e quindi le catene non fossero più in contatto fisico, tale 
legame topologico unirebbe ancora le due catene. Si può 
pensare a una delle catene circolari come alla delimita- 
zione di una superficie immaginaria (più o meno come il 
sottile strato di acqua e sapone che si deposita su un anel- 
lo circolare prima di soffiare per formare la bolla). Il nu- 
mero di legame è definito come il numero di volte che la 
seconda catena penetra in questa superficie. Per la mo- 
lecola della Figura 24.14a, Lk = 1; per quella della Figura 
24.14b, Lk = 6.Il numero di legame di un DNA circolare 
chiuso è sempre un numero intero. Convenzionalmente, 
per eliche avvolte in senso sinistrorso il numero di legame 
è negativo (—), mentre per eliche avvolte in senso destror- 
so è positivo (+). A ogni modo i numeri di legame negati- 
vi non si incontrano mai nel DNA cellulare. 

Possiamo ora estendere questi concetti a un DNA circo- 
lare chiuso con 2100 coppie di basi (Figura 24.15a). Quan- 
do la molecola è in stato rilassato, il numero di legame è 
semplicemente il numero di coppie di basi diviso per il nu- 
mero di coppie di basi per giro, che è vicino a 10,5; in que- 
sto caso, Lk = 200. Perché una molecola di DNA circola- 
re abbia una proprietà topologica come il numero di le- 
game, è necessario che nessuna delle due catene presenti 
delle interruzioni. Se una delle due catene è rotta, è possi- 
bile in linea di principio disavvolgere le eliche e separarle 
completamente. In questo caso non esiste più alcun lega- 


rottura 
di una catena 
singola 


(b) Lk indefinito 


ALk= -—2 


(a) L= 200 = Lk, 


(c) Lk=198 


Figura 24.15 Il concetto di numero di legame applicato a 
molecole di DNA circolare chiuso. Un DNA circolare di 2100 coppie 
di basi è raffigurato in tre forme: (a) rilassata, LK = 200; (b) rilassata 
con un'interruzione in una catena, Lk indefinito; (c) parzialmente 
disavvolta di due giri, LK= 198. In genere la molecola parzialmente 
disavvolta si presenta come una struttura superavvolta, ma il 
disavvolgimento facilita anche la separazione delle catene di DNA. 
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me topologico e il numero di legame Lk diventa indefini- 
to (Figura 24.15b). 

È possibile adesso descrivere il disavvolgimento par- 
ziale del DNA in termini di cambiamento del numero di 
legame. Il numero di legame del DNA rilassato, chiama- 
to Lk, è usato come riferimento. Nella molecola illustra- 
ta nella Figura 24.15a, Lky = 200; se sono eliminati due gi- 
ri da questa molecola, Lk = 198. La variazione può essere 
descritta dall’equazione 


ALk = Lk — Lko 


= 198 — 200=—2 (24.1) 


Spesso è utile esprimere la variazione di numero di lega- 
me sotto forma di una grandezza indipendente dalla lun- 
ghezza della molecola di DNA. Questa quantità, chiama- 
ta differenza specifica di legame o densità di supere- 
lica (0), è la misura del numero di giri eliminati rispetto 
al numero di quelli presenti nel DNA rilassato: 


= (24.2) 


Nell’esempio della Figura 24.15c, o = —0,01, cioè è stato 
rimosso l’1% (2 su 200) dei giri di elica presenti nel DNA 
(nella sua forma B). Il grado di disavvolgimento dei DNA 
cellulari è generalmente compreso tra il 5% e il 7%; ovve- 
ro, o varia da —0,05 a —0,07 Il segno negativo di o indica 
che la variazione del numero di legame è il risultato di un 
parziale disavvolgimento del DNA. Il superavvolgimento 
causato dal parziale disavvolgimento è pertanto chiamato 
superavvolgimento negativo. Al contrario, in certe condi- 
zioni il DNA può essere avvolto più del normale e il risul- 
tante superavvolgimento è chiamato positivo. Si noti che 
il senso della rotazione dell’asse dell’elica del DNA quan- 
do è parzialmente disavvolto (superavvolgimento negati- 
vo) è l’immagine speculare di quello del DNA iperavvolto 
(superavvolgimento positivo) (Figura 24.16). Il superavvol- 
gimento non è un processo casuale; il senso del superav- 


A 


DNA allo stato rilassato 
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ALk= —2 ALk= +2 
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Figura 24.16 Superavvolgimenti negativi e positivi. 

Nella molecola di DNA rilassato della Figura 24.15a, il parziale 
disavvolgimento o l'iperavvolgimento di due giri di elica (LK= 198 o 
202) produrranno rispettivamente un superavvolgimento negativo 
o positivo. Si noti che nei due casi la torsione dell'asse del DNA è di 
segno opposto. 
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volgimento è largamente determinato dalla tensione tor- 
sionale a cui è sottoposto il DNA in seguito alla riduzione 
o all’aumento del numero di legame rispetto al DNA B. 

Il numero di legame può essere variato di + 1 median- 
te l'interruzione di una delle due catene di DNA, la rota- 
zione di una delle estremità di 360° attorno alla catena in- 
tatta e la riunione delle estremità interrotte. Questa mo- 
dificazione non ha effetto sul numero di coppie di basi e 
sul numero di atomi della molecola di DNA circolare. Due 
forme di DNA circolare che differiscono solo per una pro- 
prietà topologica come il numero di legame sono chiama- 
te topoisomeri. 


È Calcolo della densità di superelica 


Qual è la densità di superelica (0) di un DNA circolare 
chiuso lungo 4200 bp e con un numero di legame (Lk) di 
374? Qual è la densità di superelica dello stesso DNA quan- 
do Lk = 412? Queste molecole sono superavvolte negati- 
vamente o positivamente? 


Soluzione Calcoliamo prima Lky, dividendo la lunghez- 
za (in bp) del DNA circolare chiuso per 10,5 bp per giro: 
(4200 bp)/(10,5 bp/giro) = 400. È possibile ora calcolare 
ALk dall’equazione 24.1: ALk = Lk —Lko = 374 —400 = 
—26. Sostituendo i valori di ALk e di Lk, nell’Equazione 
24.2: 0 = ALk/Lk, = —26/400 = —0,065. Poiché la densi- 
tà di superelica è negativa, la molecola di DNA è superav- 
volta negativamente. 

Se la stessa molecola di DNA ha un Lk di 412, sarà ALk = 
412 —400 = 12, eo = 12/400 = 0,03. La densità di super- 
elica è positiva, quindi la molecola è superavvolta positi- 
vamente. 


Il numero di legame può essere scomposto in due com- 
ponenti strutturali chiamati avvolgimento (Wr) e torsio- 
ne (Tw) (Figura 24.17). Questi concetti sono più difficili 
da descrivere rispetto al numero di legame; l’avvolgimento 
può essere immaginato come la misura del numero di spi- 
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Nessun avvolgimento, grande cambiamento di torsione 


Figura 24.17 Un modello a nastro che illustra la torsione e 
l’avvolgimento. Il nastro (in colore marrone chiaro) rappresenta 
l'asse di una molecola di DNA rilassato. La tensione indotta dalla 
torsione del nastro (che disavvolge parzialmente il DNA) si può 
manifestare come un avvolgimento o una torsione. Modificazioni 
topologiche del numero di legame sono solitamente accompagnate 
da cambiamenti geometrici sia di avvolgimento, sia di torsione. 
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re generate dall’asse dell’elica, mentre la torsione definisce 
un ripiegamento locale o la relazione spaziale tra basi adia- 
centi. Quando si verifica un cambiamento del numero di 
legame, parte della tensione risultante è solitamente com- 
pensata dall’avvolgimento (superavvolgimento) e parte da 
modificazioni della torsione, dando luogo all’equazione 


Lk=Tw+Wr 


Tw e Wr non sono necessariamente numeri interi. Torsione 
e avvolgimento sono proprietà geometriche e non topolo- 
giche, poiché possono essere modificate dalla deformazio- 
ne di una molecola di DNA circolare chiuso. 

Oltre a produrre superavvolgimento e a rendere più fa- 
cile la separazione delle catene, il parziale disavvolgimento 
del DNA facilita una serie di modificazioni strutturali della 
molecola. Queste variazioni strutturali sono di importanza 
fisiologica minore, ma aiutano a illustrare gli effetti del di- 
savvolgimento. Un DNA cruciforme (vedi la Figura 8.19) 
in genere contiene alcune basi spaiate; il parziale disavvol- 
gimento del DNA contribuisce a mantenere la necessaria 
separazione delle catene (Figura 24.18). Il parziale disav- 
volgimento di un'elica destrorsa di DNA facilita la forma- 
zione di brevi regioni di DNA Z sinistrorso laddove la se- 
quenza del DNA è in accordo con la formazione di questa 
organizzazione strutturale (vedi il Capitolo 8). 
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DNA rilassato 


DNA cruciforme 


Figura 24.18 Formazione di strutture cruciformi per parziale 
disavvolgimento del DNA. Le strutture cruciformi possono formarsi 
solo a livello di sequenze palindromiche (vedi la Figura 8.19), ma 
raramente queste strutture sono presenti nel DNA rilassato, in quanto 
il DNA lineare contiene più basi appaiate del DNA cruciforme. Il 
disavvolgimento del DNA facilita la parziale separazione delle catene 
necessaria a promuovere la formazione di strutture cruciformi in 
corrispondenza di appropriate sequenze. 
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e Le topoisomerasi catalizzano le variazioni 

del numero di legame del DNA 
Il superavvolgimento del DNA è un processo altamente 
regolato che influenza numerosi aspetti del metabolismo 
del DNA. In ogni cellula vi sono enzimi il cui unico compi- 
to è quello di disavvolgere e/o rilassare il DNA. Gli enzimi 
che determinano l’aumento o la diminuzione del grado di 
disavvolgimento del DNA sono chiamati topoisomerasi; 
la proprietà del DNA su cui agiscono è il numero di lega- 
me (Lk). Questi enzimi svolgono un ruolo importante spe- 
cialmente in processi quali la replicazione e l’impacchet- 
tamento del DNA. Vi sono due classi di topoisomerasi. Le 
topoisomerasi di tipo I agiscono rompendo transitoria- 
mente una delle due catene del DNA, ruotando un’estre- 
mità attorno alla catena integra e riunendo le estremità 
interrotte; esse modificano il valore di Le aumentandolo 
di una unità. Le topoisomerasi di tipo II rompono en- 
trambe le catene del DNA e modificano Lk con incremen- 
ti di due unità. 

Gli effetti di questi enzimi possono essere identificati 
usando l’elettroforesi su gel di agarosio (Figura 24.19). Una 
popolazione di DNA plasmidici identici con lo stesso nu- 
mero di legame migrerà durante l’elettroforesi come una 
banda discreta. Topoisomeri con valori di Lk che differi- 
scono anche soltanto di una unità possono essere separa- 
ti con questa metodica; si possono così analizzare varia- 
zioni nel numero di legame causate dalle topoisomerasi. 

In E. coli vi sono almeno quattro diverse topoisomera- 
si, contrassegnate da numeri romani (da I a IV). Le forme 
appartenenti al tipo I (topoisomerasi I e III) generalmente 
rilassano il DNA rimuovendo i superavvolgimenti negativi 
(esse aumentano il valore di Lk). Il meccanismo utilizzato 
dalle topoisomerasi batteriche di tipo I per modificare il 
numero di legame è illustrato nella Figura 24.20. Un enzi- 
ma batterico di tipo II, chiamato topoisomerasi II o DNA 
girasi, è in grado di indurre superavvolgimenti negativi (di- 
minuzione di Lk). Per portare a termine il suo compito tale 
enzima utilizza l'energia dell'ATP Per alterare il numero 
di legame, le topoisomerasi di tipo II tagliano entrambe le 
catene della molecola di DNA e consentono il passaggio di 
un altro duplex attraverso la rottura. Il grado di superav- 
volgimento del DNA batterico è mantenuto dalla regola- 
zione dell’attività netta delle topoisomerasi I e II. 

Anche le cellule eucariotiche possiedono topoisome- 
rasi di tipo I e II. Gli enzimi tipo I sono topoisomerasi I 
e III; l’unico enzima di tipo II è presente nei vertebrati 
in due isoforme dette Ila e IIB. Gli enzimi di tipo II, tra 
cui la DNA girasi degli archea, sono per la maggior parte 
correlati e definiscono una famiglia chiamata IA. Gli ar- 
chea hanno anche un enzima particolare, la topoisome- 
rasi VI, che da sola definisce la famiglia IIB. Le topoiso- 
merasi eucariotiche di tipo II non possono disavvolgere 
parzialmente il DNA (introducendo superavvolgimenti 
negativi), ma possono rilassare superavvolgimenti nega- 
tivi e positivi (Figura 24.21). 

Come vedremo nei prossimi capitoli, le topoisomera- 
si svolgono un ruolo importante in ogni aspetto del meta- 
bolismo del DNA. Di conseguenza, esse sono importan- 
ti bersagli per il trattamento di infezioni batteriche e del 
cancro (Box 24.1). 
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Figura 24.19 Visualizzazione dei topoisomeri. Nell'esperimento 
qui riportato tutte le molecole di DNA hanno lo stesso numero di 
coppie di basi ma diverso grado di superavvolgimento. Poiché le 
molecole di DNA superavvolto sono più compatte, in un'elettroforesi 
su gel esse migrano più rapidamente delle corrispondenti molecole 
rilassate. Questi gel separano i topoisomeri (dall'alto verso il basso) 
soltanto in un ambito limitato di densità della superelica. Nella striscia 
1 il DNA altamente superavvolto migra in un'unica banda, sebbene 
possano essere presenti numerosi topoisomeri diversi tra loro. Le 


1 2 3 
Lk 
decrescente 
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strisce 2 e 3 illustrano l'effetto del trattamento del DNA superavvolto 
con topoisomerasi di tipo I; il DNA della striscia 3 è stato trattato con 
l'enzima più a lungo di quello della striscia 2. Quando la densità della 
superelica di DNA è ridotta a livelli corrispondenti all'ambito in cui il 
gel può separare i singoli topoisomeri, si formano bande distinte. Le 
bande singole nella regione indicata dalla parentesi quadra vicina alla 
striscia 3 contengono ognuna copie di DNA circolare con lo stesso 
numero di legame; il numero di legame cambia di una unità passando 
da una banda a quella vicina. 
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La tirosina del sito attivo attacca il legame fosfodiesterico di un 
filamento di DNA, tagliandolo e creando un legame covalente 
5'-fosfotirosile proteina-DNA. 


Figura 24.20 K& MECCANISMO D'AZIONE Reazione della 
topoisomerasi di tipo I. La topoisomerasi | batterica aumenta il 
valore di Lk prima tagliando un filamento di DNA e poi risaldando 
l'interruzione. L'attacco nucleofilico da parte del residuo di Tyr del sito 


(4) L'enzima si trova nella conformazione chiusa. Il gruppo 3'-OH 
ora libero attacca il legame 5'-fosfotirosile proteina-DNA per 
riunire il filamento di DNA che era stato interrotto. 


attivo taglia un filamento di DNA. Le estremità vengono legate da un 
secondo attacco nucleofilico. A ogni tappa, un legame ad alta energia 
ne rimpiazza un altro. 
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(1) L'enzima, costituito Cavità N 
da più subunità, 1 
si lega a un segmento | 
(in blu chiaro) di una 
molecola di DNA. 


6 Il DNA rotto viene 
riunito e il secondo 
segmento di DNA 
viene rilasciato 
attraverso la cavità C. 
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Un secondo segmento 
della stessa molecola di 
DNA (in blu scuro) si 
lega alla cavità N. 


(3) Il secondo segmento di DNA 
viene intrappolato. Il segmento 
in blu chiaro viene scisso su 
entrambi i filamenti formando 
due legami 5'-fosfotirosilici 
(pallini rossi) con l'enzima. 


Il secondo 
segmento di DNA 
(blu scuro) passa 
attraverso il taglio. 


Box 24.1 |\ 


Lo stato topologico del DNA cellulare è strettamente 
correlato alla sua funzione. Senza le topoisomerasi le 
cellule non possono replicarsi, impacchettare illoro DNA 
oppure esprimere i loro geni, e quindi sono costrette a 
morire. Gli inibitori delle topoisomerasi sono diventati 
importanti agenti farmacologici contro le malattie infet- 
tive e il cancro. 

Sono state sviluppate due classi di inibitori delle topoi- 
somerasi batteriche come antibiotici. Le cumarine, che 
comprendono la novobiocina e la cumermicina A1, sono 
prodotti naturali derivati da alcune specie di Streptomyces. 
Questi antibiotici inibiscono il legame dell'ATP delle to- 
poisomerasi di tipo II batteriche, ma anche della DNA 
girasi e della topoisomerasi IV. In realtà questi composti 
non vengono molto utilizzati per il trattamento delle in- 
fezioni dell’uomo, tuttavia la ricerca su questo tipo di 
antibiotici continua. 

Gli antibiotici chinolonici, anch'essi inibitori della DNA 
girasi e della topoisomerasi IV, fecero la loro comparsa 
nel 1962, con l'introduzione dell’acido nalidixico. Questo 
composto ha però scarsa efficacia e non viene più usato 
negli Stati Uniti; lo sviluppo continuo di questa classe di 
farmaci ha portato all’introduzione dei fluorochinoloni, 
come la ciprofloxacina (Cipro). Ichinoloni agiscono bloc- 
cando l’ultima tappa della reazione topoisomerasica, cioè 
l'unione dei due frammenti di DNA. La ciprofloxacina 


a N) 


Acido nalidixico Ciprofloxacina 


è un antibiotico ad ampio spettro. È uno dei pochi che 
agisce contro le infezioni da antrace, per cui è anche con- 
siderato una difesa contro possibili atti bioterroristici. I 
chinoloni sono selettivi per le topoisomerasi batteriche 
e inibiscono i corrispondenti enzimi eucariotici solo a 
concentrazioni molto maggiori di quelle che hanno ef- 
fetto terapeutico. 

Alcuni dei più importanti agenti chemioterapici usati 
nel trattamento del cancro sono gli inibitori delle topoi- 
somerasi umane. Questi enzimi sono generalmente pre- 
senti a elevati livelli nelle cellule tumorali e gli agenti che 
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Figura 24.21 € Alterazione del numero di legame da parte 
della topoisomerasi eucariotica Ila. Il Meccanismo generale 
mostra il passaggio di un segmento di DNA a doppio filamento 
attraverso l'apertura transitoria nell'altro segmento. Il segmento 

di DNA entra e abbandona la topoisomerasi attraverso delle cavità 
regolate (aperte o chiuse) che si sono create al di sopra e al di sotto 
del DNA legato e che vengono chiamate cavità N e cavità C. Due 
molecole di ATP vengono legate e idrolizzate durante il ciclo. La 
struttura dell'enzima e l'utilizzo dell'ATP sono specifici di questa 
reazione. 


e Lacompattezza del DNA richiede una speciale forma 
di superavvolgimento 

Le molecole di DNA superavvolto sono uniformi sotto mol- 
ti punti di vista. I superavvolgimenti sono destrorsi in una 
molecola di DNA con superavvolgimento negativo (vedi la 
Figura 24.16); il DNA superavvolto tende anche a essere 
lungo e stretto piuttosto che compatto e spesso possiede ra- 
mificazioni multiple (Figura 24.22). Con le densità di super- 


colpiscono queste proteine sono molto più tossici per i 
tumori che per gli altri tipi di tessuti. Per questo motivo 
sono stati sviluppati come agenti antitumorali inibitori 
delle topoisomerasi di tipo I e di quelle di tipo II. 

La camptotecina, isolata da una pianta ornamentale ci- 
nese e sperimentata clinicamente negli anni ’70, è un 
inibitore delle topoisomerasi eucariotiche di tipo I. La 
sperimentazione clinica, però, ha messo in evidenza 
la sua scarsa efficacia, a dispetto dei risultati più che 
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elica normalmente riscontrabili nelle cellule, la lunghezza 
dell’asse del superavvolgimento, comprese le ramificazio- 
ni, è circa il 40% della lunghezza del DNA stesso. Questo 
tipo di superavvolgimento è definito superavvolgimento 
plectonemico (dal greco pléktos, “ritorto”, e néma, “filo”). 
Questo termine può essere applicato a qualsiasi struttura 
nella quale le catene siano arrotolate in maniera semplice 
e regolare, e si adatta bene alla struttura generale del DNA 
superavvolto in soluzione. 

Anche se il superavvolgimento plectonemico è la for- 
ma che si osserva nei DNA isolati in laboratorio, esso non 
fornisce la compattezza necessaria per l’impacchettamen- 
to del DNA nella cellula. Una seconda forma di superavvol- 
gimento, chiamata superavvolgimento a solenoide (Figu- 
ra 24.23), può essere assunta da un DNA parzialmente di- 
savvolto. Invece degli ampi superavvolgimenti destrorsi ca- 
ratteristici della forma plectonemica, il superavvolgimento 
a solenoide è costituito da rotazioni sinistrorse più strette 
ed è simile alla struttura assunta da un tubo per innaffiare 


promettenti ottenuti con i topi. Tuttavia negli anni ’90 
sono stati sviluppati due efficaci derivati, l’irinotecano 
(Campto) e il topotecano (Hycamtin), utilizzati rispetti- 
vamente per il trattamento dei tumori colorettali e dei 
tumori delle ovaie. È probabile che nei prossimi anni 
saranno approvati per la sperimentazione clinica altri 
derivati. Tutti questi farmaci agiscono legandosi al com- 
plesso topoisomerasi-DNA nella fase di taglio del DNA, 
impedendo la successiva riunione dei due frammenti. 
Le topoisomerasi umane di tipo II sono il bersaglio di 
vari farmaci antitumorali, fra i quali la doxorubicina 
(Adriamicina), l’etoposide (Etopophos) e l’ellipticina. La 
doxorubicina, utilizzata per il trattamento di vari tipi di 
tumori, è un’antraciclina di ampio uso clinico. La maggior 
parte di questi farmaci stabilizza il complesso covalente 
topoisomerasi-DNA (tagliato). 

Tutti questi farmaci antitumorali generalmente aumen- 
tano i livelli del danno del DNA nelle cellule bersaglio 
in rapida crescita. Però anche i tessuti non cancerosi 
possono essere colpiti, generando effetti collaterali non 
desiderati che occorre considerare durante la terapia. 
Man mano che le terapie antitumorali diventano più 
efficaci e aumenta la sopravvivenza dei soggetti trattati, 
la comparsa di nuovi tipi di tumori sta diventando un 
problema molto serio. Tuttavia, nella continua ricerca 
di nuove terapie antitumorali, è probabile che le topoi- 
somerasi rimarranno il bersaglio principale della ricerca 
biochimico-farmacologica. 
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ben avvolto attorno a un rocchetto. Sebbene le loro struttu- 
re siano significativamente differenti, i superavvolgimenti 
plectonemico e a solenoide rappresentano due forme di su- 
peravvolgimento negativo che possono essere assunte dal- 
lo stesso segmento di DNA parzialmente disavvolto. Le due 
forme sono rapidamente interconvertibili. Benché la forma 
plectonemica sia la più stabile in soluzione, la forma a sole- 
noide può essere stabilizzata dal legame con proteine ed è 
la forma presente nei cromosomi eucariotici. Essa fornisce 
un grado molto superiore di compattezza (Figura 24.23) e 
permette di spiegare come il parziale disavvolgimento con- 
tribuisca alla compattezza del DNA. 
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Figura 24.23 Superavvolgimento plectonemico e a 

solenoide della stessa molecola di DNA disegnati in scala. 

Il superavvolgimento plectonemico prende la forma di ampi 
avvolgimenti destrorsi, mentre il superavvolgimento negativo a 
solenoide ha la forma di stretti avvolgimenti sinistrorsi attorno a 

una struttura immaginaria simile a un tubo. Le due forme sono 
rapidamente convertibili l'una nell'altra, sebbene la forma a 
solenoide si osservi solo quando specifiche proteine si legano al DNA. 
Si noti che il superavvolgimento a solenoide determina maggiore 
compattezza. 
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Figura 24.22 Superavvolgimento 
Pr plectonemico. (a) Immagine al 
9 o microscopio elettronico di un DNA 
plasmidico superavvolto in modo 
plectonemico; (b) disegno interpretativo 
della struttura. La linea in violetto indica 
l'asse del superavvolgimento; si noti la 


N ramificazione di questa molecola. 
a 3 (c) Rappresentazione stilizzata di questa 
gl > 
°° o struttura. 
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Superavvolgimento del DNA 

e La maggior parte dei DNA cellulari è superavvolta. Il 
disavvolgimento diminuisce il numero totale di avvol- 
gimenti a elica del DNA relativo alla forma B rilassata. 
Per mantenere uno stato disavvolto il DNA deve essere 
un cerchio chiuso oppure deve legarsi a una proteina. 
Il disavvolgimento è quantificato da un parametro to- 
pologico detto numero di legame, Lk. 

e Il disavvolgimento è misurato in termini di differenza 
di legame specifico, o (detta anche densità della super- 
elica), che è (Lk — Lko) / Lko. Per i DNA cellulari, il valo- 
re di o è normalmente compreso tra —0,05 e —-0,07; ciò 
significa che approssimativamente sono stati rimossi 
dal 5% al 7% di giri a elica nel DNA. Il DNA disavvolto 
facilita la separazione delle catene da parte degli enzi- 
mi del metabolismo del DNA. 

e IDNA che differiscono soltanto nel numero di legame 
sono chiamati topoisomeri. Gli enzimi che disavvolgo- 
no e/o rilassano il DNA, le topoisomerasi, catalizzano 
i cambiamenti nel numero di legame. Le due classi di 
topoisomerasi, di tipo I e di tipo II, modificano Lk, che 
aumenta di 1 o 2 unità, rispettivamente, a ogni evento 
catalitico. 


Struttura dei cromosomi 


Il termine “cromosoma” indica una molecola di acido nu- 
cleico depositaria dell’informazione genetica di un virus, 
di un batterio, di una cellula eucariotica o di un organel- 
lo. Questa parola viene usata anche per indicare le inclu- 
sioni densamente colorate all’interno dei nuclei eucario- 
tici che si osservano al microscopio ottico in cellule sotto- 
poste a colorazione. 


e Lacromatinaè costituita da DNA e proteine 

Il ciclo cellulare eucariotico (vedi la Figura 12.44) produ- 
ce notevoli cambiamenti nella struttura dei cromosomi 
(Figura 24.24). Nelle cellule eucariotiche non in divisio- 
ne (in GO) e in quelle in interfase (G1, S e G2) il materia- 
le cromosomico, la cromatina, è amorfo e appare unifor- 
memente disperso all’interno del nucleo. Durante la fase S 
dell’interfase, il DNA nello stato amorfo viene replicato e 
ogni cromosoma produce due cromosomi fratelli (chiama- 
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Figura 24.24 Variazioni nella struttura dei cromosomi durante 
il ciclo cellulare degli eucarioti. La lunghezza relativa delle fasi è qui 
riportata solo per facilità d'uso. Infatti la lunghezza di ciascuna fase 
varia a seconda del tipo di cellula e delle condizioni di crescita (per gli 
organismi monocellulari) o dello stato metabolico (per gli organismi 
multicellulari); la mitosi è però in genere la fase più breve. Il DNA 
cellulare non è condensato durante tutto il periodo di interfase, come 
mostrato dalle rappresentazioni del nucleo nella figura. Il periodo 
dell’interfase può essere suddiviso (vedi la Figura 12.44) in: fase G1 
(fase di passaggio), fase S (sintesi) durante la quale si replica il DNA e 
fase G2, durante la quale i cromosomi replicati (cromatidi) aderiscono 
l'un l'altro. La mitosi può essere divisa in quattro stadi. Nella profase il 
DNA va incontro a condensazione. Durante la metafase i cromosomi 
condensati si dispongono a coppie lungo una immaginaria linea 
mediana tra i poli del fuso. | due cromosomi di ciascuna coppia sono 
legati a poli differenti del fuso tramite microtubuli. | cromatidi fratelli 
si separano durante l’anafase, ciascuno si dirige verso il polo del fuso 
a cui era connesso. Il processo ha termine con la telofase. Dopo la 
divisione cellulare, i cromosomi si decondensano e il ciclo può avere 
di nuovo inizio. 


ti cromatidi fratelli), che rimangono associati l'uno all’al- 
tro fino a che la replicazione non è stata completata. I cro- 
mosomi diventano molto più condensati durante la pro- 
fase della mitosi, separandosi in un numero ben definito 
di coppie (che dipende dalla specie) di cromatidi fratelli 
(vedi la Figura 24.5). 

La cromatina è costituita da fibre che contengono pro- 
teine e DNA in quantità approssimativamente uguali, più 
una piccola parte di RNA. Il DNA della cromatina interagi- 
sce molto strettamente con proteine chiamate istoni, che 
condensano e ordinano il DNA in unità strutturali dette 
nucleosomi (Figura 24.25). Nella cromatina si trovano an- 
che molte proteine non istoniche, alcune delle quali rego- 
lano l’espressione di specifici geni (Capitolo 28). Partendo 
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Figura 24.25 Nucleosomi. (a) Nucleosomi spaziati a intervalli 
regolari, costituiti da complessi di istoni legati al DNA. (b) In questa 
immagine al microscopio elettronico sono chiaramente visibili le 
strutture dell'ottamero di istoni circondati dal DNA. 


dai nucleosomi, il DNA cromosomico degli eucarioti è di- 
sposto in una successione di strutture di ordine superiore 
che generano il cromosoma condensato che si osserva al 
microscopio ottico. Ora ci occuperemo della descrizione 
di questa struttura negli eucarioti e la confronteremo con 
l’organizzazione del DNA nelle cellule batteriche. 


e  Gliistonisono piccole proteine basiche 

Gli istoni sono proteine con masse molecolari compre- 
se tra 11 000 e 21 000, presenti nella cromatina di tut- 
te le cellule eucariotiche. Questi polipeptidi sono molto 
ricchi degli amminoacidi basici arginina e lisina (nell’in- 
sieme rappresentano circa un quarto dei residui ammi- 
noacidici). In tutte le cellule eucariotiche sono presenti 
le cinque classi principali di istoni, con massa molecola- 
re e composizione amminoacidica diversa (Tabella 24.4). 
Gli istoni H3 e H4 hanno una sequenza di amminoacidi 
pressoché identica in tutti gli eucarioti, il che suggerisce 
un'elevata conservazione delle loro funzioni. Per esem- 


BM Tabella 24.4 Istoni: tipi e proprietà 


Contenuto di 
amminoacidi basici 


Massa i ud 
Istone molecolare amminoacidici Lys Arg 
H1* 21130 223 29,5 11,3 
H2A* 13960 129 10,9 19,3 
H2B* 13774 125 16,0 16,4 
H3 15273 135 19,6 13,3 
H4 11236 102 10,8 13,7 


* Le dimensioni di questi istoni variano di poco da specie a specie. I numeri 
qui forniti sono relativi agli istoni bovini. 
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pio, se si confrontano le sequenze sull’istone H4 di pi- 
selli e di bovini, si possono osservare solo due differen- 
ze su 102 residui amminoacidici, mentre ve ne sono otto 
tra uomo e lievito. Gli istoni H1, H2A e H2B presentano 
un grado minore di omologia di sequenza tra le diverse 
specie eucariotiche. 

Ciascun istone può avere diverse forme poiché alcu- 
ne catene laterali amminoacidiche sono modificate enzi- 
maticamente mediante metilazione, acetilazione, ADP- 
ribosilazione, fosforilazione, glicosilazione, sumoilazione 
o ubiquitinazione. Queste modificazioni cambiano la ca- 
rica elettrica netta, la forma e altre proprietà delle mole- 
cole istoniche e di conseguenza la struttura e le proprietà 
funzionali della cromatina, e svolgono un ruolo rilevante 
nella regolazione della trascrizione. Inoltre, gli eucarioti in 
genere hanno diverse varianti di istoni: le più importanti 
sono gli istoni H2A e H3, che saranno descritti in dettaglio 
in seguito. Queste forme di istoni hanno ruoli particolari 
nel metabolismo del DNA. 


Figura 24.26 DNA avvolto intorno a un nucleo istonico. 

(a) Struttura semplificata dell'ottamero del nucleosoma (a sinistra) 
con il DNA avvolto intorno a un nucleo istonico (a destra). 

(b) Rappresentazione a nastro del nucleosoma della rana africana 
Xenopus laevis. | diversi colori, che corrispondono a quelli utilizzati 
nella parte (a) della figura, rappresentano i diversi istoni. (c) Immagine 
della superficie del nucleosoma. La vista in (c) è ruotata rispetto alla 
vista in (b) in modo da corrispondere con l'orientamento mostrato 

in (a). Un segmento di DNA di 146 coppie di basi, nella forma 
sinistrorsa di superavvolgimento a solenoide, circonda il complesso 
istonico 1,67 volte. (d) Due viste diverse delle code amminoterminali 
dell'istone si estendono all'esterno passando attraverso i due DNA 

a doppio filamento che sono superavvolti intorno al nucleosoma. 
Alcune code passano tra i superavvolgimenti utilizzando dei buchi 
che si sono formati dall'allineamento delle scanalature minori di 
eliche adiacenti. Le code H3 e H2B emergono tra i due avvolgimenti 
del DNA intorno all'istone; le code H4 e H2A emergono tra le subunità 
istoniche adiacenti. (e) Le code amminoterminali di un nucleosoma 
sporgono dal nucleo e interagiscono con i nucleosomi adiacenti, 
aiutando a formare un impacchettamento del DNA altamente 
ordinato. 
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e Inucleosomisonole unità organizzative fondamentali 
della cromatina 

Il cromosoma eucariotico illustrato nella Figura 24.5 rap- 
presenta la forma compatta di una molecola di DNA lun- 
ga circa 10° pm che si trova all’interno di un nucleo cel- 
lulare il cui diametro è compreso tra 5 e 10 pm. Questa 
compattazione viene raggiunta per mezzo di diversi livel- 
li di ripiegamento altamente organizzato. Sottoponendo 
i cromosomi a trattamenti che li srotolano parzialmente, 
viene messa in risalto una struttura in cui il DNA è legato 
strettamente a granuli di proteine che spesso presentano 
una spaziatura regolare. I granuli disposti “a collana” sono 
complessi di istoni e DNA. Il granulo e il tratto di DNA di 
connessione con il granulo vicino formano il nucleosoma, 
l’unità fondamentale dell’organizzazione su cui si basa la 
complessità strutturale di ordine superiore della cromati- 
na (Figura 24.26). Il granulo di ogni nucleosoma contie- 
ne otto molecole istoniche: due copie ciascuno degli isto- 
ni H2A, H2B, H3 e H4. I nucleosomi costituiscono un’uni- 
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tà ripetitiva formata da circa 200 coppie di basi, di cui 146 
sono legate strettamente al nucleo istonico e le rimanenti 
servono da DNA di collegamento tra i granuli dei nucleo- 
somi. Listone H1 è legato al DNA di collegamento. Quan- 
do la cromatina viene trattata per breve tempo con enzi- 
mi che digeriscono il DNA, viene degradato di preferenza 
il DNA di collegamento, liberando in tal modo particelle 
istoniche che contengono 146 coppie di basi che sono sta- 
te protette dalla digestione. I nucleosomi isolati ottenuti 
in questo modo sono stati cristallizzati e studiati per mez- 
zo della diffrazione dei raggi X. Si è così stabilito che una 
particella, composta da otto molecole istoniche, è circon- 
data da DNA nella conformazione a superelica a solenoide 
sinistrorsa (Figura 24.26). Le code amminoterminali degli 
istoni, che sono intrinsecamente disordinate, si estendo- 
no al di fuori del centro del nucleosoma (Figura 24.26d). 
La maggior parte delle modificazioni dell’istone avviene 
proprio su queste code che hanno un ruolo fondamenta- 
le nel formare i contatti tra i nucleosomi nella cromatina 
(Figura 24.26e). 

Un attento esame di questa struttura può spiegare per- 
ché il DNA eucariotico sia parzialmente disavvolto nono- 
stante le cellule eucariotiche non possiedano enzimi che 
disavvolgono il DNA. Si rammenti che il ripiegamento a 
solenoide osservato nei nucleosomi è una conformazione 
assunta dal DNA parzialmente disavvolto (superavvolto 
negativamente). Lo stretto avvolgimento del DNA attor- 
no agli istoni nelle particelle nucleosomiche richiede la 
rimozione dal DNA di circa un giro d’elica. Quando il nu- 
cleo proteico di un nucleosoma si lega in vitro a un DNA 
circolare chiuso in forma rilassata, il legame induce un su- 
peravvolgimento negativo. Poiché questo processo di lega- 
me non rompe il DNA né modifica il numero di legame, la 
formazione di una superelica a solenoide negativa deve es- 
sere accompagnata dalla formazione compensativa di una 
superelica positiva non legata a un nucleosoma in un altro 
punto del DNA (Figura 24.27). Le topoisomerasi eucario- 
tiche, come si è detto, possono determinare il rilassamen- 
to di supereliche positive. II rilassamento della supereli- 
ca positiva non legata lascia intatta la superelica negativa 
(grazie al legame con il centro istonico del nucleosoma) e 
determina una riduzione netta del numero di legame. Le 
topoisomerasi si sono dimostrate capaci di indurre l’orga- 
nizzazione della cromatina in vitro, a partire da istoni pu- 
rificati e DNA circolare chiuso. 

Un altro fattore importante che controlla il legame 
del DNA al centro istonico dei nucleosomi è la sequen- 
za stessa del DNA legato. Il nucleo istonico non si lega su 
posizioni casuali sulla molecola del DNA, ma i nucleoso- 
mi tendono piuttosto a localizzarsi e a legarsi in deter- 
minate posizioni più facilmente che su altre. Il motivo 
di questa localizzazione non è del tutto chiaro, ma parte 
della spiegazione sembra risiedere nel fatto che i nucleo- 
somi si formano dove vi sono abbondanti appaiamenti 
A="T nella parte di DNA in contatto con gli istoni (Fi- 
gura 24.28).Un gruppo di due o tre coppie di basi A=T 
facilita la compressione dell’ansa minore, necessaria af- 
finché il DNA si avvolga strettamente intorno al nucleo 
istonico del nucleosoma. I nucleosomi si legano partico- 
larmente bene a livello di sequenze in cui dinucleotidi 
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Figura 24.27 Formazione della cromatina. (a) DNA circolare 
chiuso, rilassato. (b) Il legame di un complesso istonico che induce la 
formazione di un nucleosoma determinerà un superavvolgimento 
negativo. In assenza di interruzioni delle due catene, si dovrà anche 
formare un superavvolgimento positivo in un'altra regione del DNA 
(ALk= 0). (c) Dopo la rimozione di questo superavvolgimento positivo 
da parte delle topoisomerasi cellulari, resta un superavvolgimento 
negativo netto (ALK=-1). 


del tipo AA, AT o TT sono separati da intervalli di 10 bp. 
Queste sequenze si riscontrano nel 50% delle regioni del 
DNA legato ai nucleosomi. 

Per il posizionamento dei nucleosomi sul DNA è ne- 
cessario l'intervento di altre proteine. In molti organismi 
alcune proteine si legano a sequenze specifiche del DNA, 
facilitando la formazione di un nucleosoma in quella re- 
gione. I nucleosomi si formano sul DNA durante la repli- 
cazione, o in seguito a processi che richiedono un tem- 
poraneo spostamento dei nucleosomi stessi. Sembra che 
questa struttura dei nucleosomi si generi in modo gradua- 
le. Dapprima si lega al DNA un tetramero formato da due 
istoni H3 e due H4, seguito dal legame di dimeri H2A e 
H2B. L’incorporazione dei nucleosomi nella struttura cro- 
mosomica dopo la replicazione dei cromosomi è media- 
ta da un complesso di chaperoni istonici che comprende 
proteine dette fattore 1 di organizzazione (assemblaggio) 
della cromatina (CAF1), RTT106 (regulation of Ty1 tran- 
sposition, regolazione della trasposizione di Ty1) e il fat- 
tore 1 anti-silenziante (ASF1). Queste proteine si legano 
alle varianti acetilate degli istoni H3 e H4. Il meccanismo 
di formazione dei nucleosomi non è noto in dettaglio, ma 
si è stabilito che parti di questo complesso interagiscono 


1021 


(GA 1(O]KOPZ: 


1022. Geni e cromosomi 


© 978-88-08-26148-9 


Due o più 
Due o più DEPO Pao Due o più 
sa i ibasi 0 più coppie 
coppie : 
pic di Dà i A=T COPPIE gibasiA=T Due 
coppie us di basi o più 
di basi A=T-_6 3 € =C Due o più coppie 
Due o più coppi ì , COPPIC di basi 
di basi G=C dibasiG=C_A=T 


ue 0 più coppie 
di basi G = € 
Due o più coppie 
di basi A=T 


ue 0 più coppie 
di basi G= C 


Due o più coppie 
di basi A=T 
f- Due o più coppie 
di basi G= C 


Due o più coppie 


di basi A= T 
Due o più coppie 
di basi G= C 
Due 
o più o più Dueo più coppie 
coppie coppie  dibasi A= T 
Due dibasi pue dibasi 
opiù GC o più GEC 
coppie i 
di bas di bai 
AST A=T 


Figura 24.28 L'effetto della sequenza del DNA sul legame del 
nucleosoma. (PDB ID 1AOl) Le zone contenenti due o più coppie di 
basi A=T favoriscono l'incurvatura della molecola di DNA, mentre le 
zone della sequenza contenenti due o più coppie di basi G=C hanno 
l'effetto opposto. Le coppie di basi A=T consecutive, quando sono 


direttamente con il meccanismo di replicazione. Alcune 
delle chaperonine istoniche, ma anche altre, aiutano l’or- 
ganizzazione dei nucleosomi dopo che è avvenuta la ri- 
parazione del DNA, la trascrizione, o dopo altri processi. 
Fattori di scambio degli istoni permettono la sostituzione 
di varianti istoniche con gli istoni già presenti nel nucleo 
centrale. La sostituzione corretta delle varianti istoniche 
è importante; infatti è stato dimostrato che topi privi di 
tali varianti istoniche muoiono durante lo sviluppo em- 
brionale (Box 24.2). Il preciso posizionamento degli isto- 
ni nel nucleo centrale ha un ruolo anche nell'espressione 
di alcuni geni eucariotici (Capitolo 28). 


e Inucleosomi sono compattati in strutture 
di ordine via via superiore 

Lavvolgimento intorno al nucleo dei nucleosomi rende il 
DNA circa sette volte più compatto. Però la compattazione 
del DNA nei cromosomi supera le 10 000 volte, e ciò di per 
sé fornisce la prova dell’esistenza di organizzazioni struttu- 
rali di livello nettamente superiore. Nei cromosomi isola- 
ti con metodiche molto delicate, gli stessi nucleosomi ap- 
paiono ulteriormente organizzati in una struttura definita 
fibra di 30 nm (Figura 24.29). Il compattamento richiede 
la presenza di una molecola di istone H1 per nucleosoma. 


intervallate da segmenti di circa 10 coppie di basi, aiutano la molecola 
di DNA a ripiegarsi in un cerchio. Quando le coppie di basi G=C 
consecutive hanno intervalli di 10 coppie di basi e sono sfalsate di 5 
coppie di basi dalle sequenze di coppie di basi A=T, viene facilitato il 
legame del DNA al nucleosoma. 


La Figura 24.29 riporta due modelli al momento disponi- 
bili dell’organizzazione degli istoni e del DNA in fibre di 
30 nm. Eorganizzazione in fibre di 30 nm non si estende 
per l'intera lunghezza del cromosoma, ma è inframmez- 
zata da regioni che interagiscono con proteine (non isto- 
niche) che si legano al DNA in modo sequenza-specifico. 
La struttura di 30 nm osservata sembra dipendere anche 
dall’attività trascrizionale di una particolare regione del 
DNA. Le zone contenenti geni in cui si sta verificando un 
processo di trascrizione si presentano in uno stato meno 
ordinato che contiene una quantità di istone H1 pratica- 
mente trascurabile. 

Le fibre di 30 nm, un secondo livello di organizzazio- 
ne della cromatina, forniscono al DNA una compattez- 
za di circa 100 volte. Il livello superiore di ripiegamento 
non è ancora stato chiarito, ma sembra che alcune regio- 
ni del DNA si associno con un’impalcatura cromosomica 
(Figura 24.30). Le regioni associate a tale impalcatura so- 
no separate da anse di DNA contenenti probabilmente da 
20 000 a 100 000 coppie di basi. Il DNA di queste anse può 
contenere un gruppo di geni correlati tra loro. La stessa 
impalcatura contiene verosimilmente diverse proteine, 
in particolare topoisomerasi II e proteine SMC, descritte 
più avanti. La presenza della topoisomerasi II sottolinea 
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Pinformazione che viene trasmessa da una generazione a 
quella successiva - alle cellule figlie durante la divisione 
cellulare o, negli animali, dai genitori ai discendenti - e 
non è codificata in sequenze di DNA viene chiamata in- 
formazione epigenetica. Gran parte dell’informazione 
epigenetica comporta la modificazione covalente degli 
istoni e/o il posizionamento di varianti istoniche nei cro- 
mosomi. 

Le regioni della cromatina dove è attiva l’espressione 
genica (trascrizione) tendono a essere parzialmente 
decondensate e prendono il nome di eucromatina. In 
queste regioni gli istoni H3 e H2A sono spesso sostituiti 
rispettivamente dalle varianti istoniche H3.3 e H2 AZ 
(Figura 1). I complessi con i nucleosomi contenenti le 
varianti istoniche sono strutturalmente simili a quelli 
con nucleosomi formati dagli istoni comuni. I nucleo- 
somi che contengono l’istone H3.3 si formano tramite 
un complesso in cui il fattore 1 per l'assemblaggio della 
cromatina (CAF1) è sostituito dalla proteina HIRA, il 
cui nome deriva da una classe di proteine chiamate HIR 
(histone repressor). Il fattore CAF1 e le proteine HIRA 
possono essere considerati chaperonine istoniche che 
collaborano all’assemblaggio dei nucleosomi. L’istone 
H3.3 ha una sequenza che differisce da quella dell’H3 
per soli quattro residui amminoacidici, che però svolgono 
un ruolo fondamentale nel posizionamento degli istoni. 
Anche l’istone H2 AZ è associato a un complesso nucleo- 
somico distinto, ed è in genere associato a regioni croma- 
tidiche in attiva trascrizione. Eincorporazione dell’H2 AZ 
stabilizza l’ottamero nucleosomico, ma impedisce alcune 
interazioni cooperative tra i nucleosomi necessari a com- 
pattare il cromosoma. Questo porta a una struttura cro- 
mosomica più aperta, che facilita l’espressione dei geni 
dove è localizzato l’H2AZ. Il gene che codifica ’H2AZ è 
essenziale nei mammiferi. Nei moscerini della frutta la 
perdita dell’H2 AZ impedisce lo sviluppo oltre gli stadi 
larvali. 
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Un'altra variante dell’istone H2 A è ’H2 AX, associato alla 
riparazione del DNA e alla ricombinazione genetica. Nei 
topi, la mancanza dell’H2AX provoca instabilità geno- 
mica e infertilità maschile. Sembra che piccole quantità 
di H2AX siano distribuite lungo tutto il genoma. Quando 
avviene una rottura della doppia elica, le molecole vi- 
cine di H2AX vengono fosforilate a livello dei residui 
di Ser!*° nella regione carbossiterminale della proteina. 
Se la fosforilazione viene bloccata sperimentalmente, è 
inibita la formazione dei complessi proteici necessari per 
la riparazione del DNA. 

La variante dell’istone H3 conosciuta come CENPA è 
associata a sequenze ripetute di DNA nei centromeri. 
La cromatina nella regione del centromero contiene le 
chaperonine istoniche CAF1 e HIRA, due proteine pro- 
babilmente coinvolte nella formazione dei nucleosomi 
che contengono l’istone CENPA. Feliminazione del gene 
che codifica l’istone CENPA è letale per il topo. 

La funzione e il posizionamento delle varianti istoniche 
possono essere studiati applicando alcune tecnologie 
utilizzate nella genomica. Una tecnologia utile è la 
immunoprecipitazione della cromatina (ChIP). I nu- 
cleosomi contenenti una particolare variante istonica 
vengono fatti precipitare per mezzo di un anticorpo 
che si lega specificamente alla variante. Questi nucle- 
osomi possono essere analizzati separatamente dal loro 
DNA, ma in genere il DNA associato viene preso in 
considerazione al fine di determinare i siti di legame. 
Il DNA può essere marcato e impiegato per allestire 
un microarray (vedi la Figura 9.23), per produrre una 
mappa di sequenze genomiche a cui si legano quei par- 
ticolari nucleosomi. Poiché i microarray spesso vengono 
denominati chip, la tecnica è chiamata esperimento 
ChIP-chip (Figura 2). 

Le varianti istoniche, insieme alle molte modificazioni 
covalenti a cui queste proteine vanno incontro, contri- 
buiscono a definire e a caratterizzare le funzioni della 
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cromatina. Esse rappresentano segnali sulla croma- 
tina che facilitano o sopprimono funzioni specifiche, 
come la segregazione cromosomica, la trascrizione e la 
riparazione del DNA. Le modificazioni istoniche non 
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scompaiono durante la divisione cellulare o durante la 
meiosi, quindi diventano parte dell’informazione tra- 
smessa da una generazione all’altra in tutti gli organismi 
eucariotici. 
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Figura 2 Un esperimento ChIP-chip inteso a rivelare le sequenze 

del DNA genomico a cui si lega una particolare variante istonica. (a) 
Una variante istonica con un epitopo etichetta (una proteina o una 
struttura chimica riconosciuta da un anticorpo; vedi i Capitoli 5 e 9) 
viene introdotta in un particolare tipo cellulare, dove è incorporata 

nei nucleosomi. (In alcuni casi l'epitopo bersaglio non è necessario 
perché possono essere disponibili anticorpi che si legano direttamente 
all'istone di interesse.) La cromatina viene isolata dalle cellule e trattata 
brevemente con la nucleasi micrococcica (MNasi). Il DNA legato ai 
nucleosomi è protetto dalla digestione da parte della nucleasi, ma 

il DNA di unione viene scisso, rilasciando segmenti di DNA legati a 

uno o due nucleosomi. Viene poi aggiunto un anticorpo che si lega 
all'epitopo etichetta e i nucleosomi contenenti la variante istonica con 
l'epitopo etichetta sono immunoprecipitati selettivamente. Il DNA di 
questi nucleosomi viene estratto dall'immunoprecipitato, marcato e 
utilizzato come sonda in un microarray che contiene tutte o parti 

delle sequenze genomiche di un particolare tipo di cellula. 

(b) In questo esempio, il legame dell'istone H3.3 viene caratterizzato 
in un segmento corto del cromosoma 2L di Drosophila melanogaster. 

I numeri in alto corrispondono alle posizioni dei nucleotidi presenti 


ulteriormente l’importanza del rapporto tra il disavvolgi- 
mento del DNA e l’organizzazione della cromatina. La to- 
poisomerasi II è talmente importante in questo processo 
che inibitori specifici di questo enzima possono rapida- 
mente uccidere le cellule in divisione. Molti farmaci uti- 
lizzati nella chemioterapia del cancro sono inibitori del- 


su questo braccio cromosomico. Ciascun punto del microarray 
rappresenta 100 bp di sequenza genomica. Ciò significa, quindi, che 

i dati qui riportati rappresentano più di 1700 punti separati presenti 
sul microarray. In ogni punto, il segnale proveniente dal DNA marcato, 
che è stato fatto precipitare con l'anticorpo diretto verso l’istone H3.3, 
è rappresentato sotto forma di rapporto tra il segnale valutato e il 
segnale di controllo che si produce quando il DNA genomico totale 
viene isolato senza immunoprecipitazione, marcato con diversi 

colori e utilizzato per marcare il microarray. | segnali presenti al di 
sopra della linea orizzontale indicano le posizioni genomiche in cui il 
legame dell'istone H3.3 è maggiore rispetto al controllo. | segnali al di 
sotto di quella linea corrispondono alle regioni in cui l'istone H3.3 è 
relativamente assente. | geni presenti all'interno di questa porzione di 
genoma sono mostrati nella parte inferiore (barre più spesse). Le barre 
al di sopra della linea sono i geni trascritti dal 5'al 3/ da sinistra a destra, 
mentre i riquadri al di sotto della linea vengono trascritti da destra 

a sinistra. Le barre rosse sono i geni in cui è presente anche la DNA 
polimerasi II, indicando una trascrizione attiva. Il legame dell'istone 
H3.3 è concentrato all'interno o vicino a geni che vanno incontro a 
trascrizione attiva. 


la topoisomerasi II e consentono all’enzima di produrre 
la rottura della catena ma non di riparare l’interruzione 
(vedi il Box 24.1). 

Esistono evidenze sperimentali a favore dell’esistenza 
di ulteriori livelli di organizzazione nei cromosomi euca- 
riotici, ognuno dei quali determina un forte aumento del 
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grado di compattezza. Un modello che esemplifica questo 
concetto è illustrato nella Figura 24.31. Ulteriori livelli di 
compattezza nella struttura della cromatina variano pro- 
babilmente da cromosoma a cromosoma, da una regione 
all'altra in un singolo cromosoma e da un istante all’altro 
nella vita della cellula. Nessun modello è in grado di de- 
scrivere adeguatamente questa struttura. Ciononostan- 
te, il principio è elementare: la compattezza del DNA del 
cromosoma eucariotico è verosimilmente dovuta ad av- 
volgimenti successivi che si sommano ad avvolgimenti già 
presenti. 
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Figura 24.29 La fibra di 30 nm, un’organizzazione altamente 
ordinata del nucleosoma. La fibra compatta si forma in seguito 
all'impacchettamento dei nucleosomi. (a) La fibra di 30 nm vista al 
microscopio elettronico. Esistono al momento due modelli proposti 
per la struttura, entrambi supportati da dati sperimentali: 

(b) il modello a solenoide che presuppone una disposizione a una 
sola elica dei nucleosomi e (c) il modello a zigzag che comporta una 
disposizione a due eliche avvolte l'una sull'altra, dei nucleosomi. La 
linea nera è stata tracciata solamente per evidenziare la via generale 
di organizzazione della struttura. 


e Lestrutture condensate dei cromosomi 

sono mantenute dalle proteine SMC 
La terza classe di proteine della cromatina, oltre agli istoni 
e alle topoisomerasi, è quella delle proteine SMC (struc- 
tural maintenance of chromosomes). La struttura primaria 
delle proteine SMC è costituita da cinque domini distin- 
ti (Figura 24.32a). I domini globulari ammino- e carbossi- 
terminali, N e C, ciascuno dei quali possiede parte di un 
sito idrolitico per l’ATP, sono uniti da due regioni avvolte 
ada elica ulteriormente avvolte l’una sull’altra (vedi la Fi- 
gura 4.11) e collegate da un dominio a cerniera. Le protei- 
ne sono normalmente dimeriche e creano un complesso a 
forma di V che si genera dall’interazione dei due domini a 
cerniera (Figura 24.32b). Un dominio N e uno C si riuni- 
scono per formare un sito idrolitico completo per ’ATP a 
ogni estremità della V. 

Le proteine della famiglia SMC si trovano in tutti i ti- 
pi di organismi, dai batteri all'uomo. I due tipi principa- 
li negli eucarioti sono le coesine e le condensine; entram- 
be sono legate a proteine regolatrici e accessorie (Figura 
24.32c). Le coesine svolgono un ruolo essenziale nel lega- 
re i cromatidi fratelli immediatamente dopo la replicazio- 
ne e li tengono uniti quando i cromosomi si condensano 
nella metafase. Questo legame è essenziale per segregare 
opportunamente i cromosomi durante la divisione cellu- 
lare. Le coesine, insieme a una terza proteina, la cleisina, 
possono formare un anello interno ai cromosomi in repli- 


;i TS si 
Figura 24.30 Anse di DNA attaccate 

a una struttura cromosomica simile 

a un'impalcatura. (a) Un cromosoma 
disorganizzato, prodotto in un tampone 

a bassa forza ionica, visto al microscopio 
elettronico. Si noti la comparsa delle 

fibre di 30 nm (anse di cromatina) ai 
margini. (b) L'estrazione degli istoni lascia 
un'impalcatura proteica del cromosoma 
circondata da DNA nudo. (c) II DNA sembra 
essere organizzato in anse attaccate alla 
loro base all'impalcatura nell'angolo 
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Figura 24.31 Compattamento del DNA in un cromosoma avvolgimenti e anse a forma di rosette, che si organizzano in strutture 


eucariotico. Un modello dei livelli di organizzazione che producono più spesse. 1 livelli progressivi di organizzazione, nel loro insieme, 

il compattamento del DNA in un cromosoma eucariotico. Il DNA assumono la forma di avvolgimenti che si sovrappongono su altri 
viene prima avvolto intorno agli ottameri istonici, poi l'H1 stimola la avvolgimenti. Si dovrebbe tener presente che nelle cellule, le strutture 
formazione della fibra di 30 nm. livelli di ulteriore organizzazione non di grado maggiore (superiore a quelle delle fibre di 30 nm) sono 


sono ancora compresi fino in fondo, ma sembrano coinvolgere ulteriori probabilmente meno uniformi di quanto schematizzato nella figura. 


Figura 24.32 Struttura delle proteine SMC. (a) La struttura primaria delle proteine SMC ha cinque domini. 
(b) Ciascun polipeptide SMC si ripiega in modo che i due domini di connessione formino avvolgimenti avvolti 
che portano uno sull'altro i domini N e C generando un sito di legame completo per l’ATP. Due di questi 
polipeptidi si uniscono attraverso la regione a cerniera, generando una molecola SMC dimerica a forma di V. 
(c) Le proteine SMC batteriche formano un omodimero. Le sei differenti proteine SMC eucariotiche formano 
eterodimeri. Le coesine sono dimeri costituiti da coppie di proteine SMC1-SMC3, mentre le condensine 

sono costituite da coppie di SMC2-SMCA. La coppia SMC5-SMC6 è coinvolta nella riparazione del DNA. (d) 
Fotografia al microscopio elettronico dei dimeri delle proteine SMC del batterio Bacillus subtilis. 
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cazione che li tiene uniti fino a che la divisione cellulare 
non richiede la loro separazione. Fanello può espandersi e 
contrarsi in risposta all’idrolisi di ATP. Le condensine so- 
no essenziali per la condensazione dei cromosomi quan- 
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do le cellule entrano in mitosi. In laboratorio, le conden- 
sine si legano al DNA creando superavvolgimenti positivi; 
la condensina quindi provoca un superavvolgimento del 
DNA contrario al disavvolgimento indotto dal legame dei 
nucleosomi. La Figura 24.33 mostra un modello del ruo- 
lo delle condensine nel compattamento della cromatina. 
Laddensamento del DNA operato dalla condensina può 
contribuire alla sua condensazione. Le coesine e le con- 
densine sono fondamentali per quelle modificazioni nel- 
la struttura del cromosoma che caratterizzano il ciclo cel- 
lulare degli eucarioti (Figura 24.34). 


Anelli 


Figura 24.33 Possibile ruolo delle condensine 
nella condensazione della cromatina. Il DNA 

è inizialmente legato alla regione cardine della 
proteina SMC, che può assumere la conformazione 
ad anello SMC intramolecolare. Il legame dell'ATP 
porta all'associazione testa a testa, formando 

anse superavvolte nel DNA legato. Il seguente 
riarrangiamento delle interazioni testa a testa forma 
le rosette e fa condensare il DNA. Le condensine 
potrebbero organizzare il ripiegamento ad ansa dei 
segmenti cromosomici in molti modi. Nella figura 
sono mostrati due possibili modelli. 
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Figura 24.34 Ruoli delle coesine e delle condensine durante 
il ciclo cellulare eucariotico. Le coesine si legano ai cromosomi 
durante la fase G1 (vedi la Figura 24.24), mantenendo i cromatidi 
fratelli uniti durante la replicazione. All'inizio della mitosi le 


condensine si legano e mantengono i cromatidi in uno stato 
condensato. Durante l'anafase, un'attività chiamata separasi rimuove 
le coesine. Una volta separati i cromatidi, le condensine si staccano e i 
cromosomi fratelli ritornano allo stato non condensato. 
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e Ancheil DNA batterico è altamente organizzato 
Ora ci occuperemo brevemente della struttura dei cromo- 
somi batterici. Il DNA batterico è compattato in una strut- 
tura chiamata nucleoide, che occupa un’ampia frazione 
del volume della cellula batterica (Figura 24.35). Il DNA 
della cellula batterica sembra essere attaccato a uno o più 
punti sulla superficie interna della membrana plasmati- 
ca. La struttura del nucleoide è molto meno nota di quella 
della cromatina eucariotica, ma anche in questo caso si sta 
evidenziando una struttura complessa. In E. coli sembra es- 
servi una struttura simile a una impalcatura, che organiz- 
za il cromosoma circolare in una serie di circa 500 domini 
ad ansa, ciascuno formato in media da circa 10 000 bp (Fi- 
gura 24.36), come descritto in precedenza per la cromati- 
na. I domini sono sottoposti a una tensione topologica; per 
esempio, se il DNA viene scisso a livello di un dominio, so- 
lo il DNA di quel dominio si rilasserà. I domini non hanno 
una posizione fissa, ma sono in costante movimento lungo 
il DNA, coordinati con la sua replicazione. Il DNA batteri- 
co non sembra possedere alcuna struttura con un’organiz- 
zazione comparabile a quella dei nucleosomi degli euca- 
rioti. Proteine simili agli istoni sono presenti in abbondan- 
za in E. coli; quella meglio studiata è una proteina con due 
subunità chiamata HU (M, 19 000). Queste proteine si le- 
gano e si dissociano in un arco di tempo di minuti e non è 
stata mai evidenziata alcuna struttura stabile e regolare. Il 
cromosoma batterico è una struttura relativamente dina- 
mica che riflette probabilmente la necessità di un accesso 
più rapido all'informazione genetica in esso contenuta. Il 
ciclo di divisione della cellula batterica può essere lungo 
soltanto 15 minuti, mentre una tipica cellula eucariotica 
può anche non dividersi per ore, o anche per mesi. Inol- 
tre, una frazione molto più grande del DNA procariotico 
è usata per codificare RNA e/o prodotti proteici. Gli ele- 
vati livelli del metabolismo della cellula batterica indicano 
che una frazione molto maggiore di DNA viene trascritta 
o replicata in un dato momento, rispetto a quanto accade 
nella maggior parte delle cellule eucariotiche. 

Dopo questa panoramica sulla complessità della strut- 
tura del DNA, siamo pronti a trattare il metabolismo del 
DNA nel capitolo seguente. 


Figura 24.35 |nucleoidi di E. coli. Il DNA di queste cellule 

è colorato con una sostanza che emette fluorescenza quando 

viene esposta ai raggi ultravioletti. L'area luminosa corrisponde al 
nucleoide. Si noti che alcune cellule hanno duplicato il loro DNA, ma 
non si sono ancora divise e pertanto hanno nucleoidi multipli. 
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Figura 24.36 Domini ad ansa del cromosoma di E. coli. Ciascun 
dominio (di DNA) è lungo circa 10 000 bp. | domini non sono statici, 
ma si spostano lungo il DNA man mano che la replicazione procede. 
Barriere ai confini dei domini, con una composizione non ancora 
identificata, impediscono il rilassamento del DNA oltre le regioni in 
cui è avvenuto il taglio di un filamento. | complessi che costituiscono 
le barriere vengono mostrati come strutture ovoidali grigie. Le frecce 
indicano lo spostamento del DNA lungo le barriere. 


SOMMARIO 24.3 
Struttura dei cromosomi 

e P’unità fondamentale di organizzazione nella cromati- 
na delle cellule eucariotiche è il nucleosoma, costitui- 
to da istoni e da un segmento di 200 bp di DNA. Una 
particella del nucleo proteico contiene otto istoni (due 
copie di ciascuno degli istoni H2A, H2B, H3 e H4) ed 
è circondata da un segmento di DNA (circa 146 bp) in 
forma di un superavvolgimento sinistrorso a solenoide. 

e Inucleosomi sono organizzati in fibre di 30 nm e le 
fibre sono fortemente ripiegate per consentire il com- 
pattamento di 10 000 volte necessario per alloggiare 
un tipico cromosoma eucariotico nel nucleo di una 
cellula. Il ripiegamento altamente ordinato coinvolge 
l’attacco all’impalcatura nucleare che contiene l’istone 
H1, la topoisomerasi II e le proteine SMC. Le SMC, in 
particolare le coesine e le condensine, svolgono ruoli 
importanti nel mantenere i cromosomi organizzati du- 
rante ogni fase del ciclo cellulare. 

e I cromosomi batterici sono anche strettamente com- 
pattati nel nucleoide, ma la struttura del cromosoma 
sembra essere molto più dinamica e irregolare rispet- 
to alla cromatina eucariotica, in relazione al più breve 
ciclo cellulare e al metabolismo molto attivo di una cel- 
lula batterica. 


N Termini chiave 
=) Itermini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


a solenoide condensine 1027 


(superavvolgimento) cromatina 1018 
1017 cromosoma 1003 
avvolgimento 1013 densità 
centromero 1008 di superelica (0) 
coesine 1025 1013 
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differenza specifica di 
legame (o) 1013 
disavvolgimento 1011 
DNA a sequenza 
semplice 1008 
DNA rilassato 1010 
DNA satellite 1008 
epigenetica 1023 
esone 1008 
eucromatina 1023 
fenotipo 1003 
fibra di 30nm 1022 


mutazione 1003 
nucleoide 1028 
nucleosoma 1019 
numero di legame 
plasmide 1005 
plectonemico 1017 
proteine SMC 1025 
sequenza 
regolatrice 1004 
superavvolgimento 1009 
telomero 1008 
topoisomerasi 


1012 


1014 


gene 1003 topoisomeri 1013 
introne 1008 topologia 1010 
istoni 1019 torsione 1013 
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=N Problemi 
2 = 


1. Impacchettamento del DNA in un virus. Il batterio- 
fago T2 ha un DNA con massa molecolare di 120 X 10° 
contenuto in una testa lunga circa 210 nm. Calcolate la 
lunghezza del DNA (supponendo che la massa moleco- 
lare di una coppia di basi sia 650) e paragonatela con la 
lunghezza della testa di T2. 
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. Il DNA del fago M13. Il DNA del batteriofago M13 
ha la seguente composizione di basi: A, 23%; T, 36%; G, 
21%; C, 20%. Che cosa vi suggerisce questa informazio- 
ne circa il DNA di questo fago? 

. Il genoma di un Mycoplasma. Il genoma completo del 
più semplice batterio conosciuto, Mycoplasma genita- 
lium, è una molecola di DNA circolare di 580 070 cop- 
pie di basi. Calcolate il peso molecolare e la lunghez- 
za di questo DNA quando è rilassato. Qual è il valore 
di Lk, per il cromosoma di Mycoplasma? Se o = - 0,06, 
quanto vale Lk? 

. Dimensioni dei geni eucariotici. Un enzima presen- 
te nel fegato di ratto ha una catena polipeptidica di 192 
amminoacidi ed è codificato da un gene che ha 1440 
coppie di basi. Spiegate la relazione tra il numero di 
amminoacidi di questo enzima e il numero delle cop- 
pie di basi del suo gene. 

. Numero di legame. Una molecola di DNA circolare 
chiusa covalentemente ha un Lk di 500 quando è ri- 
lassata. Approssimativamente, quante coppie di basi 
ci sono in questo DNA? Come può variare il numero 
di legame (aumenta, diminuisce, non varia, indefini- 
bile) se (a) un complesso proteico si lega formando un 
nucleosoma; (b) un'elica del DNA viene rotta; (c) ven- 
gono aggiunti DNA girasi e ATP; (d) la doppia elica vie- 
ne denaturata al calore? 

. Topologia del DNA. In presenza di una condensina 
eucariotica e di una topoisomerasi di tipo II, l’Lk di una 
molecola di DNA circolare chiuso, rilassato, non varia. 
Però il DNA diventa notevolmente annodato. 


topoisomerasi di tipo II | 


La formazione dei nodi implica il taglio del DNA, il pas- 
saggio di un segmento di DNA attraverso il taglio, e l’u- 
nione tramite la topoisomerasi. Poiché ogni evento ca- 
talitico della topoisomerasi comporta la modifica del 
numero di legame, come può l’Lk rimanere invariato? 
. Densità di superelica. Il batteriofago À infetta E. coli 
integrando il suo DNA nel cromosoma batterico. Nesito 
favorevole della ricombinazione dipende dalla topolo- 
gia del DNA di E. coli. Quando la densità di superelica, 
o, del DNA di E. coli è maggiore di —0,045, la probabi- 
lità di integrazione è minore del 20%; quando o è mi- 
nore di —0,06, la probabilità è maggiore del 70%. 

Il DNA plasmidico isolato da una coltura di E. coli ha 
una lunghezza di 13 800 coppie di basi e Lk pari a 1222: 
calcolate il valore di o e determinate la probabilità che 
il fago X infetti questa coltura. 

. Alterazione del numero di legame. (a) Qual è ’Lk 
per una molecola circolare a doppia elica di DNA di 
5000 coppie di basi con un'interruzione in un filamen- 
to? (b) Qual è l'Lk per la molecola in (a) quando l’in- 
terruzione viene eliminata (stato rilassato)? (c) Come 
potrebbe essere influenzato l’Lk della molecola in (b) 


(DS da 
condensina ù 


(I 


12. 


13. 
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dall'azione di una singola molecola di topoisomerasi I 
di E. coli? (d) Qual è l'Lk della molecola in (b) dopo ot- 
to turnover enzimatici (cicli catalitici) da parte di una 
singola molecola di DNA girasi in presenza di ATP? 
(e) Qual è PLk della molecola in (d) dopo quattro tur- 
nover enzimatici da parte di una singola molecola di 
topoisomerasi di tipo I batterica? (£) Qual è l’Lk di una 
molecola in (d) dopo il legame di un nucleosoma? 
Cromatina. Una delle prime importanti prove speri- 
mentali che hanno portato a definire la struttura del 
nucleosoma è illustrata dal gel di agarosio raffigurato 
di seguito, in cui le bande spesse rappresentano il DNA. 
È stato ottenuto trattando per breve tempo la croma- 
tina con un enzima che degrada il DNA, rimuovendo 
poi tutte le proteine e sottoponendo il DNA purificato 
a elettroforesi. Inumeri a lato del gel rappresentano la 
posizione nella quale migrerebbe un DNA lineare del- 
le dimensioni indicate. Che cosa suggerisce questo gel 
circa la struttura della cromatina? Perché le bande di 
DNA sono spesse e diffuse invece che sottili? 


1000 bp — MSI 
800 bp “ 
600 bp A 
400 bp » 
200 bp 17°] 


Struttura del DNA. Spiegate in che modo il parziale 
disavvolgimento dell’elica del DNA B può facilitare o 
stabilizzare la formazione del DNA Z. 
Mantenimento della struttura del DNA. (a) De- 
scrivete le due caratteristiche strutturali necessarie a 
una molecola di DNA per mantenere uno stato di su- 
peravvolgimento negativo. (b) Elencate tre modifica- 
zioni strutturali che diventano più favorevoli quando 
una molecola di DNA è superavvolta negativamente. 
(c) Quale enzima, con il contributo dell'ATP, può ge- 
nerare supereliche negative? (d) Descrivete il mecca- 
nismo fisico mediante il quale agisce questo enzima. 
Cromosomi artificiali di lievito (YAC). Gli YAC sono 
utilizzati per clonare lunghi segmenti di DNA in cellu- 
le di lievito. Quali tipi di sequenza di DNA sono neces- 
sari per assicurare una corretta replicazione e propa- 
gazione degli YAC in cellule di lievito? 

Struttura del nucleoide dei batteri. Nei batteri, la 
trascrizione di un insieme di geni è regolata dalla topo- 
logia del DNA, la cui espressione aumenta o (più spes- 
so) diminuisce quando il DNA si rilassa. Quando un 
cromosoma batterico viene scisso in uno specifico sito 
da un enzima di restrizione (che taglia a livello di una 
lunga, quindi rara, sequenza), solo l’espressione di ge- 
ni vicini (entro 10 000 bp) aumenta o diminuisce. Al- 
trove nel cromosoma l’espressione dei geni non viene 
modificata. Spiegate perché. (Suggerimento: vedi la Fi- 
gura 24.36.) 
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15. 


Topologia del DNA. Se il DNA viene sottoposto a elet- 
troforesi su gel di agarosio, le molecole più corte migra- 
no più velocemente di quelle più lunghe. Possono esse- 
re separate anche le molecole di DNA circolare chiuso 
della stessa lunghezza, ma con differente numero di 
legame: i topoisomeri più superavvolti, e quindi più 
compattati, migrano più velocemente nel gel. Nel gel 
mostrato qui di seguito, il plasmide purificato di DNA 
è migrato dall’alto verso il basso. Nel gel si vedono due 
bande, delle quali quella che è migrata più velocemen- 
te è molto più pronunciata. 

(a) Quali sono le specie di DNA rappre- 

sentate dalle due bande? (b) Se a una 

soluzione contenente questo DNA si ag- 

giunge la topoisomerasi I, che cosa acca- 

drà alle bande superiore e inferiore do- 

po l’elettroforesi? (c) Se viene aggiunta 

al DNA la DNA ligasi, l'aspetto delle ban- 

de cambierà? Spiegate la vostra risposta. 

(d) Se, dopo l'aggiunta della DNA ligasi, 

si aggiunge al DNA anche DNA girasi e 

ATB in che modo cambierà l’aspetto del- 

le bande? 

Topoisomerasi del DNA. Se il DNA viene sottoposto 
a elettroforesi su gel di agarosio, le molecole più cor- 
te migrano più velocemente di quelle più lunghe. Pos- 
sono essere separate anche le molecole di DNA circo- 
lare chiuso della stessa lunghezza, ma con differente 
numero di legame: i topoisomeri più superavvolti, e 
quindi più compattati, migrano più velocemente nel 
gel, dall’alto al basso nei gel mostrati di seguito. Ai gel 
viene aggiunta la clorochina, un colorante che si in- 
tercala tra le coppie di basi e stabilizza le strutture del 
DNA più disavvolte. Quando il colorante si lega al DNA 
chiuso e circolare, il DNA si disavvolge dove esso si le- 
ga, mentre le regioni in cui il colorante non si lega as- 
sumono una struttura con superavvolgimenti positivi. 
Negli esperimenti mostrati, sono state usate le topoi- 
somerasi per preparare DNA circolari della stessa di- 
mensione, ma con differenti densità di superelica (0). 
Il DNA completamente rilassato migrava nella posizio- 
ne marcata con N, mentre il DNA fortemente superav- 
volto migrava nella posizione X. 


Clorochina 0,5 pg/mL 
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Separazioni 
di DNA con 
+ALk 


Separazioni 
di DNA con 
-ALk 


Gel B 


(a) Nel gel A, perché la corsia corrispondente a o = 0 
(cioè col DNA preparato in modo che o = 0, di me- 
dia) mostra bande multiple? 

(b) Nel gel B, la preparazione di DNA corrispondente 

ao = 0 viene superavvolta positivamente o nega- 

tivamente in presenza del colorante che si inter- 
cala? 

In ambedue i gel, la corsia corrispondente a o = 

—0,115 mostra due bande, una corrispondente al 

DNA superavvolto e l’altra al DNA rilassato. Perché 

in questa corsia (e in altre) si osserva la presenza di 

DNA in forma rilassata? 

(d) Il DNA nativo (prima corsia a sinistra nei due gel) 
è il DNA circolare isolato dalle cellule batteriche, 
senza alcun trattamento. Qual è la densità di super- 
elica approssimata del DNA nativo? 


(c 


n 


16.I nucleosomi. Il genoma umano contiene poco più 


di 3,1 miliardi di coppie di basi. Assumendo che esso 
sia ricoperto da nucleosomi tra loro intervallati come 
descritto nel testo di questo capitolo, quante moleco- 
le di istone H2A sono presenti in una cellula somatica 
umana? (Non considerate le riduzioni dei quantitati- 
vi di H2A dovute alle sue sostituzioni, in alcune zone, 
da parte delle varianti di H2 A). In che modo dovrebbe 
cambiare il numero dopo la replicazione del DNA ma 
prima della divisione cellulare? 


=N Problema sull'analisi dei dati 
Clorochina 0,5 pg/mL ila= 


17. Definizione degli elementi funzionali dei cromo- 
somi del lievito. La Figura 24.8 mostra i principali 
elementi strutturali del cromosoma del lievito per pa- 
nificazione (Saccharomyces cerevisiae). Heiter, Mann, 
Snyder e Davis (1985) determinarono le proprietà di 
alcuni di questi elementi. Essi basarono il loro studio 
sul fatto che nelle cellule di lievito i plasmidi (che con- 
tengono geni e un’origine di replicazione) agiscono du- 
rante la mitosi in modo diverso rispetto ai cromosomi 
(che hanno anche i centromeri e i telomeri). I plasmi- 
di non vengono manipolati dall’apparato mitotico e si 
segregano a caso nelle cellule figlie. Senza un marca- 
tore selezionabile che forzi la cellula ospite a trattener- 

Gel A li (vedi la Figura 9.4), i plasmidi vengono subito persi. 


Valore medio di o 
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Invece i cromosomi, anche senza un marcatore sele- 

zionabile, vengono manipolati dall’apparato mitotico 

e si perdono solo a una velocità molto bassa (intorno a 

10° per divisione cellulare). 

Heiter e collaboratori iniziarono i loro studi sulla deter- 

minazione degli elementi importanti dei cromosomi di 

lievito costruendo plasmidi con varie parti dei cromo- 

somi, e osservando se questi “cromosomi sintetici” se- 
gregavano correttamente durante la mitosi. Per misu- 
rare le frequenze dei differenti tipi di mancata segrega- 
zione cromosomica, i ricercatori avevano bisogno di un 
dosaggio rapido che determinasse il numero di copie 
dei cromosomi sintetici presenti nelle diverse cellule. 

Questa analisi sfruttava il fatto che le colonie di lievito 

di tipo selvatico sono bianche, mentre alcuni mutan- 

ti che richiedono adenina (ade ) producono colonie 

rosse se cresciuti in terreni nutrienti. Le cellule ade2” 
sono prive dell'enzima AIR carbossilasi (l'enzima che 
catalizza la tappa ® mostrata nella Figura 22.35) e ac- 
cumulano AIR (5-amminoimidazolo ribonucleotide) 
nel citoplasma. Questo eccesso di AIR viene converti- 
to in un pigmento rosso. [altra parte del saggio coin- 
volge il gene SUP11, che codifica un soppressore ochre 

(un soppressore nonsenso; vedi il Box 274) che soppri- 

me il fenotipo di alcuni mutanti ade2”. 

Heiter e collaboratori iniziarono con un ceppo di lie- 

vito diploide omozigote per ade2”: queste cellule sono 

rosse. Se le cellule mutanti contengono una copia del 
gene SUP11, il difetto metabolico viene in parte sop- 
presso e le cellule acquistano un colore rosa. Se le cel- 

lule contengono due o più copie del gene SUP11, il di- 

fetto viene completamente soppresso e le cellule tor- 

nano ad avere un colore bianco. 

I ricercatori inserirono una copia del gene SUP11 nei 

cromosomi sintetici che contenevano diversi elemen- 

ti importanti per la funzione del cromosoma, e osser- 
varono come questi cromosomi venissero trasmessi da 
una generazione all’altra. Le cellule rosa vennero pia- 

strate su mezzi non selettivi e venne così osservato il 

comportamento dei cromosomi sintetici. Heiter e col- 

laboratori cercarono colonie in cui i cromosomi sinte- 
tici segregassero in modo improprio alla prima divisio- 
ne dopo essere stati piastrati, generando una colonia 
che per metà corrispondeva a un genotipo e per me- 
tà all’altro. Poiché le cellule di lievito non sono mobili, 
ciò corrisponderà a una colonia per metà di un colore 

e per metà di un altro. 

(a) Uno dei motivi per cui il processo mitotico può falli- 
re è la non disgiunzione: il cromosoma si replica, ma 
i cromatidi fratelli non si separano e così le due co- 
pie del cromosoma producono la stessa cellula figlia. 
Spiegate come la non disgiunzione del cromosoma 
sintetico possa produrre una colonia mezza rossa e 
mezza bianca. 

(b) Un altro motivo per cui il processo mitotico può fal- 
lire è la perdita del cromosoma: il cromosoma non 
entra nel nucleo o non viene replicato. Spiegate in 
che modo la perdita del cromosoma sintetico pos- 
sa produrre una colonia che è per metà rossa e per 
metà rosa. 
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Calcolando la frequenza dei differenti tipi di colonie, 
Heiter e collaboratori hanno potuto misurare la fre- 
quenza di questi eventi mitotici aberranti utilizzando 
diversi tipi di cromosomi sintetici. Per prima cosa essi 
hanno studiato la richiesta di specifiche sequenze cen- 
tromeriche, costruendo cromosomi sintetici con fram- 
menti di grandezza diversa contenenti un centromero 
noto. I risultati vengono mostrati qui di seguito. 


Dimensione 
del frammento 

contenente Perdita Non 
Cromosoma il centromero del cromosoma disgiunzione 
sintetico (kbp) (%) (%) 
1 nessuna - >50 
2 0,63 1,6 1,1 
3 1,6 1,9 0,4 
4 3,0 1,7 0,35 
5 6,0 1,6 0,35 


(c) Sulla base di questi dati, che cosa si può conclude- 
re sulla grandezza del centromero necessaria per la 
normale segregazione mitotica? Spiegate la vostra 
risposta. 

(d) Tutti i cromosomi sintetici usati in questi esperi- 
menti erano circolari ed erano privi di telomeri. 
Spiegate come potessero replicarsi in modo più o 
meno normale. 

Heiter e collaboratori costruirono poi una serie di cro- 
mosomi sintetici lineari che comprendevano la sequen- 
za funzionale centromerica e i telomeri, e misurarono 
la frequenza dell'errore mitotico totale (percentuale 
della perdita più percentuale della non disgiunzione) 
in funzione della grandezza. 


Cromosoma Dimensione Frequenza totale 
sintetico (kbp) dell’errore (%) 
6 15 11,0 
7 55 15 
8 95 0,44 
9 137 0,14 


(e) Sulla base di questi dati, che cosa si può concludere 
circa la grandezza del cromosoma necessaria per la 
normale segregazione mitotica? Spiegate la risposta. 

(f) I cromosomi normali di lievito sono lineari, con una 
lunghezza che varia da 250 kbp a 2000 kbp, e hanno 
una frequenza di errore mitotico corrispondente a 
circa 10° per divisione cellulare. Estrapolando i ri- 
sultati in (e), le sequenze centromeriche e telome- 
riche usate in questi esperimenti spiegano la sta- 
bilità mitotica dei cromosomi normali di lievito, o 
devono essere coinvolti altri elementi? Spiegate la 
risposta. (Suggerimento: potrà essere utile costrui- 
re un grafico del log della frequenza dell’errore in 
funzione della lunghezza in kbp del DNA.) 
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ome depositario dell’informazione genetica il DNA 

occupa una posizione di prioritaria importanza tra 

le macromolecole biologiche. Le sequenze nucleo- 
tidiche del DNA definiscono la struttura primaria di tutti 
gli RNA e delle proteine cellulari e, attraverso gli enzimi, 
possono indirettamente influenzare la sintesi di tutti gli 
altri componenti cellulari. Il passaggio dell’informazione 
dal DNA all’RNA e alle proteine determina le dimensioni, 
la forma e la funzione di tutto ciò che è vivente. 

La struttura del DNA rappresenta un magnifico siste- 
ma per immagazzinare in modo permanente l’informa- 
zione genetica. Tuttavia, l’espressione “immagazzinare in 
modo permanente” tende a dare un'immagine sbagliata 
del processo attraverso cui l'informazione viene conser- 
vata in modo stabile e poi trasmessa da una generazione 
all'altra. Il metabolismo del DNA comprende sia il proces- 
so attraverso il quale il DNA viene copiato fedelmente (re- 
plicazione), sia i processi che influenzano direttamente la 
struttura dell’informazione (riparazione e ricombinazio- 
ne). Insieme, questi fenomeni rappresentano l’argomen- 
to di questo capitolo. 

Il metabolismo del DNA è costruito sull’assoluta ne- 
cessità di un elevatissimo grado di precisione. La chimi- 
ca della formazione del legame che unisce un nucleoti- 
de a quello successivo durante la replicazione del DNA 
è semplice, ma alquanto ingannevole. Come nel caso di 
tutti i polimeri contenenti informazioni, la formazione di 
un legame covalente tra due unità monomeriche è sola- 
mente una piccola parte del processo biochimico. Come 
vedremo, la complessità è realizzata attraverso meccani- 
smi enzimatici che assicurano una trasmissione precisa 
dell’informazione stessa. Gli errori non corretti nella sin- 
tesi del DNA hanno conseguenze deleterie, non solo per- 
ché sono sostanzialmente permanenti e possono soppri- 
mere la funzione di un gene, ma anche perché la muta- 
zione diventa ereditabile. 

Gli enzimi che sintetizzano il DNA devono copiare mo- 
lecole che spesso contengono milioni di basi. Essi devono 
quindi svolgere il loro compito con rapidità e precisione 
anche se il DNA è molto compatto e legato ad altre pro- 


teine. La formazione dei legami fosfodiestere per legare i 
nucleotidi nello scheletro di una catena del DNA in cre- 
scita è pertanto solo una componente di un elaborato si- 
stema che comprende una miriade di proteine ed enzimi. 

l’importanza del mantenimento dell’integrità dell’in- 
formazione è quindi fondamentale per la replicazione del 
DNA. Come descritto nel Capitolo 8, il DNA può andare 
incontro a vari tipi di reazioni che lo danneggiano. Sebbe- 
ne tali modificazioni non siano molto frequenti, esse han- 
no importanti conseguenze a causa della scarsa tolleran- 
za biologica per le alterazioni della sequenza del DNA. Il 
DNA è l’unica macromolecola per la quale esistono sistemi 
di riparazione; il loro numero, la loro complessità e la lo- 
ro diversità riflettono la quantità di danni ai quali il DNA 
può andare incontro. 

Le cellule spesso riorganizzano la loro informazione 
genetica attraverso processi che vanno sotto il nome com- 
plessivo di ricombinazione, e che sembrano smentire il 
principio secondo il quale la stabilità e l’integrità dell’in- 
formazione genetica sono fondamentali. Tuttavia, la mag- 
gior parte delle ricombinazioni svolge un ruolo costrutti- 
vo nel mantenere l’integrità genomica, contribuendo con 
sistemi specifici ai processi di replicazione e di riparazione 
del DNA e alla segregazione dei cromosomi. 

Un particolare rilievo viene dato in questo capitolo 
agli enzimi del metabolismo del DNA. È importante fa- 
miliarizzare con tali enzimi sia per la loro crescente im- 
portanza nel campo della medicina, sia per il loro comu- 
ne impiego come reagenti in numerose tecnologie bio- 
chimiche moderne. Poiché molte delle prime scoperte 
riguardanti il metabolismo del DNA sono state effettua- 
te su E. coli, i ben noti enzimi ottenuti da questo batte- 
rio verranno utilizzati qui per illustrare le regole di ba- 
se. Un rapido sguardo ai geni più importanti della map- 
pa genetica dell’E. coli (Figura 25.1) dà soltanto un’idea 
della complessità dei sistemi enzimatici coinvolti nel me- 
tabolismo del DNA. 

Prima di trattare la replicazione in dettaglio, dobbia- 
mo soffermarci per un po’ sull’uso delle abbreviazioni dei 
geni e delle proteine dei batteri. Molte di queste abbre- 
viazioni sono utilizzate nei capitoli successivi. Convenzio- 
ni simili si applicano anche per le abbreviazioni dei geni 
negli eucarioti, anche se in questo caso le abbreviazioni 
possono essere diverse a seconda della specie e non esiste 
una unica convenzione che possa applicarsi a tutti i siste- 
mi eucariotici. 
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Proteina per la riparazione 
degli errori di appaiamento mutL 
Proteina che si lega al DNA a catena singola ssb 
Riparazione del DNA uvrA 
Elicasi dnaB 
Subunità della RNA S7poB ; 
polimerasi LrpoC J 


DNA polimerasi I polA 
DNA elicasi/riparazione uvrD 
degli errori di appaiamento 


Elicasi 3'> 5’ rep 


(Origine della replicazione) 


dnaN \ 
dnaA | 
Riparazione ricombinativa recF 


Inizio della replicazione 


Subunità della DNA girasi gyrB 
Assemblaggio dei primosomi priA 
Metilazione dam- 
Subunità /rpoA pa 
della RNA polimerasi \rpoD_ 


Primasi dnaG 


Proteine per la riparazione fmutH 
degli errori di appaiamento \mutS 


tà) 


recB 
recD 
Ricombinazione 


e riparazione ricombinativa recA 
Uracil glicosilasi ung 


Ricombinazione 
e riparazione ricombinativa 


recO Riparazione 
ricombinativa 


Subunità della DNA girasi 


Figura 25.1 Mappa del cromosoma di E. coli. La mappa mostra 
le posizioni relative dei geni che codificano alcune delle proteine più 
rilevanti per il metabolismo del DNA. Il numero dei geni coinvolti 

dà un'idea della complessità di questi processi. I numeri da 0 a 100 
indicano unità di misura genetiche denominate minuti. Ogni minuto 
corrisponde a circa 40 000 coppie di basi lungo la molecola del DNA 
di E. coli. Gli acronimi di tre lettere minuscole in genere riflettono 


59 I geni batterici di norma vengono denominati usan- 


do tre lettere minuscole in corsivo, che spesso riflettono 
la funzione del gene. Per esempio, i geni dna, uvr e rec ri- 
guardano rispettivamente la replicazione del DNA, la resi- 
stenza al danneggiamento da parte delle radiazioni ultra- 
violette e la ricombinazione. Quando più geni si riferisco- 
no a uno stesso processo, vengono aggiunte le lettere A, B, 
C, e così via, come per esempio in dnaA, dnaB, dnaQ, che 
però riflettono l'ordine con cui sono stati scoperti piutto- 
sto che l'ordine in una sequenza di reazioni. 


Luso di abbreviazioni per l’identificazione delle protei- 
ne è meno diretto. Nelle ricerche genetiche, il prodotto di 
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holC Subunità della DNA polimerasi III 


holD Subunità della DNA polimerasi III 
dnaC Componente del primosoma 


polB DNA polimerasi II 


mutT Degradazione di 8-ossi-GTP 

——_ polC (dnaE) Subunità della DNA polimerasi II 
dnaQ Subunità della DNA polimerasi III 

FTT dinB DNA polimerasi IV 

/ { recR Riparazione ricombinativa 


holA Subunità della DNA polimerasi II 
phr DNA fotoliasi 


uvrB Riparazione del DNA 


holB Subunità della DNA 
polimerasi III 


fumuc | i 
< 
\umuD } DNA polimerasi V 


25 


S ogt 05-G alchiltrasferasi 


x 
(Terminazione della replicazione) 


xthA Endonucleasi AP 


holE Subunità della DNA polimerasi III 
ruvC 

ruvA (è Ricombinazione e riparazione ricombinativa 
ruvB 


| uvrC Riparazione del DNA 
sbcB Esonucleasi I 


gyrA | 
nfo Endonucleasi AP 


qualche aspetto della funzione del gene. Tra questi troviamo: mut, 
mutagenesi; dna, replicazione del DNA; pol, DNA polimerasi; rpo, 
RNA polimerasi; uvr, resistenza agli UV; rec, ricombinazione; dam, 
metilazione dell'adenina del DNA; lig, DNA ligasi; Ter, terminazione 
della replicazione; ori, origine della replicazione (oriC in E. coli, come 
indicato nella figura). 


natura proteica di ciascun gene viene solitamente isolato 
e caratterizzato, ma molti geni batterici sono stati deno- 
minati prima che il ruolo dei loro prodotti proteici venis- 
se pienamente stabilito. Alcune volte il prodotto genico è 
una proteina che è isolata prima del suo gene; quindi è ne- 
cessario apportare alcune modifiche al suo nome. Spesso, 
però, il prodotto genico è una proteina ancora sconosciu- 
ta, con un’attività che non può essere descritta semplice- 
mente dal nome di un enzima. 


59 Le proteine batteriche spesso mantengono il nome 


del loro gene. Quando ci si riferisce al prodotto di natura 
proteica di un gene di E. coli, non viene usato il carattere 
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corsivo e la prima lettera è maiuscola. Per esempio, i pro- 
dotti dei geni dnaA e recA sono rispettivamente le protei- 
ne DnaA e RecA. 


Replicazione del DNA 


Molto prima che fosse nota la struttura del DNA, gli scien- 
ziati hanno avanzato numerose ipotesi sulla capacità degli 
organismi di riprodursi e, in tempi più recenti, sulla capa- 
cità delle cellule di sintetizzare numerose copie identiche 
di macromolecole complesse e di grandi dimensioni. Le 
discussioni vertevano soprattutto sul concetto di stampo, 
una struttura che doveva permettere alle molecole di alli- 
nearsi in un ordine specifico, e di unirsi tra loro per crea- 
re una macromolecola con un’unica sequenza e un’unica 
funzione. Risale agli anni ’40 la scoperta che il DNA è la 
molecola in cui è immagazzinata l’informazione genetica, 
ma solo dopo che James Watson e Francis Crick ne dedus- 
sero la struttura apparve chiaro il modo con cui il DNA 
agisce come stampo per la replicazione e la trasmissione 
dell’informazione genetica: ognuna delle due eliche è com- 
plementare all'altra. Le rigorose regole che governano l’ap- 
paiamento delle basi fanno sì che l’utilizzo di una catena 
come stampo determinerà la formazione di un’altra cate- 
na con una sequenza complementare (vedi le Figure 8.14 
e 8.15). & Nucleotides: Building Blocks of Nucleic Acids 

Le proprietà fondamentali della replicazione del DNA 
e i meccanismi utilizzati dagli enzimi che la catalizzano si 
sono dimostrati essenzialmente identici in tutti gli organi- 
smi. Questa identità di funzionamento sarà un tema ricor- 
rente durante la nostra trattazione, che passerà dalle pro- 
prietà generali del processo di replicazione agli enzimi re- 
plicativi in E. coli e, infine, alla replicazione negli eucarioti. 


e  Lareplicazione del DNA è governata da un insieme 

di regole fondamentali 
Le prime ricerche sulla replicazione del DNA batterico e 
sugli enzimi coinvolti hanno permesso di stabilire molte 
delle proprietà basilari applicabili alla sintesi del DNA in 
tutti gli organismi. 


La replicazione del DNA è semiconservativa Ciascu- 
na delle catene del DNA serve da stampo per la sintesi di 
una nuova catena, generando due nuove molecole di DNA, 
ognuna delle quali contiene una catena neosintetizzata e 
una parentale. Questo processo è chiamato replicazione 
semiconservativa. 

L'ipotesi della replicazione semiconservativa fu propo- 
sta da Watson e Crick subito dopo la pubblicazione del lo- 
ro lavoro sulla struttura del DNA nel 1953, e la teoria fu 
in seguito dimostrata da ingegnosi esperimenti progettati 
da Matthew Meselson e Franklin Stahl nel 1957 Meselson 
e Stahl coltivarono cellule di E. coli per molte generazioni 
in un terreno in cui l’unica fonte di azoto (NH4CI) conte- 
neva !N, l’isotopo “pesante” dell'azoto, invece del norma- 
le e più frequente isotopo “leggero” N. II DNA isolato da 
queste cellule aveva una densità maggiore di circa l1% ri- 
spetto al normale [!'N]DNA (Figura 25.2a). Sebbene que- 
sta sia una differenza molto piccola, una miscela di [N] 
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Figura 25.2 L'esperimento di Meselson-Stahl. (a) Le cellule 
sono state coltivate per varie generazioni in un terreno contenente 
solo azoto pesante, '°N, per cui tutto l'azoto nel loro DNA era N, 
come mostrato da un'unica banda (in blu) quando il DNA veniva 
centrifugato in un gradiente di CSsCI. (b) Le cellule sono state poi 
trasferite in un terreno contenente solo azoto leggero, “N; il DNA 
isolato dopo una generazione raggiunge l'equilibrio in una zona 
più alta nel gradiente di densità (banda viola). (c) Continuando la 
replicazione per un'altra generazione si producevano un DNA ibrido 
(in viola) e un DNA leggero (in rosso), confermando l'ipotesi della 
replicazione semiconservativa. 


DNA pesante e di ['#N]DNA leggero può essere separata 
per mezzo della centrifugazione all'equilibrio in un gra- 
diente di densità di cloruro di cesio. Le cellule di E. coli 
cresciute nel terreno contenente !N furono trasferite in 
un nuovo terreno contenente soltanto l’isotopo !N, in cui 
furono lasciate crescere fino a raddoppiare il numero del- 
le cellule. Il DNA isolato da questa prima generazione di 
cellule formava una singola banda nel gradiente di CsCI, 
indicando che le molecole di DNA a doppia elica delle cel- 
lule figlie erano ibridi contenenti una catena !#N nuova e 
una catena N parentale (Figura 25.2b). 

Questo risultato deponeva contro la replicazione con- 
servativa, un’ipotesi alternativa in cui una molecola di 
DNA figlia sarebbe formata da due catene neosintetizza- 
te e l’altra conterrebbe le due catene parentali; in que- 
sto caso non ci sarebbero state molecole ibride nell’espe- 
rimento di Meselson-Stahl. L'ipotesi della replicazione se- 
miconservativa fu ulteriormente rafforzata nella seconda 
parte dell’esperimento (Figura 25.2c). Le cellule vennero 
fatte dividere nuovamente in un terreno contenente !N. 
Il DNA prodotto durante questo secondo ciclo di replica- 
zione risultò suddiviso mediante un gradiente di densità 
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in due bande, una di densità uguale al DNA leggero e l’al- 
tra con la stessa densità del DNA ibrido presente dopo il 
primo ciclo di divisione cellulare. 


La replicazione inizia in un sito d’origine e procede 
in entrambe le direzioni In seguito alla conferma del 
meccanismo semiconservativo sorsero alcune domande. 
Le catene di DNA parentale si disavvolgono completamen- 
te prima che ciascuna si replichi? La replicazione inizia in 
un punto qualunque o in un sito ben preciso? Dopo l’ini- 
zio in un punto sul DNA, la replicazione procede in una 
o in entrambe le direzioni? 

Una prima indicazione che la replicazione è un pro- 
cesso rigidamente coordinato, in cui le catene parentali 
vengono disavvolte e replicate simultaneamente, venne 
dagli studi di John Cairns, che utilizzò la tecnica dell’au- 
toradiografia. Egli rese radioattivo il DNA delle cellule 
di E. coli facendole crescere in un terreno contenente ti- 
midina marcata con l’isotopo trizio (ÈH). Quando il DNA 
veniva isolato, disperso ed esposto a una lastra fotogra- 
fica per alcune settimane, i residui di timidina radioatti- 
va generavano dei “tracciati” di granuli d’argento, ripro- 
ducendo l’immagine della molecola di DNA. Questi trac- 
ciati rivelarono che il cromosoma intatto di EF. coli è un 
unico grande cerchio lungo 1,7 mm. Il DNA radioattivo 
isolato dalle cellule durante la replicazione presentava 
un’ansa radioattiva in più (Figura 25.3). Cairns concluse 
che l’ansa di DNA derivava dalla formazione di due cate- 
ne figlie radioattive, ciascuna complementare a una del- 
le catene parentali. Una o entrambe le estremità dell’an- 
sa sono punti dinamici, denominati forcelle di replica- 
zione, dove il DNA parentale viene disavvolto e le catene 
separate vengono rapidamente replicate. L'esperimento 
di Cairns ha dimostrato che entrambe le catene del DNA 
vengono replicate simultaneamente, e una variante del- 
lo stesso esperimento ha indicato che la replicazione dei 
cromosomi batterici è bidirezionale: entrambe le estremi- 
tà delle anse hanno forcelle di replicazione. 

Per determinare se le anse si originavano da un punto 
preciso del DNA erano necessari punti di riferimento nel- 
la molecola del DNA. Tali punti di riferimento furono in- 
dividuati grazie a una tecnica chiamata mappatura della 
denaturazione, sviluppata da Ross Inman e collaborato- 
ri. Usando il cromosoma del batteriofago A, lungo 48 502 
coppie di basi, Inman dimostrò che il DNA poteva essere 
selettivamente denaturato in corrispondenza di sequenze 
insolitamente ricche di appaiamenti di basi A=T, generan- 
do una serie riproducibile di regioni a singola catena che 
assomigliano a bolle (vedi la Figura 8.28). Quando DNA 
isolati, contenenti anse di replicazione, vengono parzial- 
mente denaturati in questo modo, la posizione e l’avanza- 
mento delle forcelle di replicazione possono essere misu- 
rati e mappati usando le regioni denaturate come punti di 
riferimento. Questa tecnica ha rivelato che le anse di re- 
plicazione iniziano sempre in un punto preciso, chiamato 
origine. Inoltre, questo studio ha sottolineato la validità 
dell’osservazione precedente relativa al fatto che la repli- 
cazione è generalmente bidirezionale. Nel caso di un DNA 
circolare, le due forcelle di replicazione si incontrano in un 
punto della circonferenza opposto all’origine. Specifiche 
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Figura 25.3 Visualizzazione della replicazione del DNA. Le 
tappe della replicazione delle molecole di DNA circolare sono state 
visualizzate con il microscopio elettronico. La replicazione di un 
cromosoma circolare produce una struttura simile alla lettera greca 
teta (0): entrambi i filamenti vengono replicati simultaneamente 

(i filamenti neosintetizzati sono mostrati in rosso). Le fotografie 

al microscopio elettronico mostrano le immagini di un plasmide 


di DNA mentre viene replicato partendo da una singola origine di 
replicazione. 


origini di replicazione sono state identificate e caratteriz- 
zate nei batteri e negli eucarioti meno evoluti. 


La sintesi del DNA procede in direzione 5'—3' ed è 
semidiscontinua Una nuova catena di DNA viene sem- 
pre sintetizzata in direzione 5’—3', dove il punto di allun- 
gamento è dato dall’OH libero in 3' (le estremità 5' e 3’ del 
filamento di DNA sono descritte nella Figura 8.7). Poiché 
le due eliche di DNA sono antiparallele, l’elica usata come 
stampo viene letta dall’estremità 3' verso l’estremità 5’. 

Se la sintesi procede sempre in direzione 5'+3', com'è 
possibile che le due catene vengano sintetizzate simulta- 
neamente? Se entrambe le catene venissero sintetizzate 
senza interruzioni nella direzione in cui si muove la forcel- 
la di replicazione, si dovrebbe verificare anche una sinte- 
si in senso 3'—>5'. 
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Figura 25.4 Le catene di DNA a livello della forcella di 
replicazione. Una nuova catena di DNA (in rosa) viene sempre 
sintetizzata in direzione 5'-3‘ Lo stampo viene letto nella direzione 
opposta, cioè 3'-5‘ La catena veloce viene sintetizzata in modo 
continuo nella direzione seguita dalla forcella di replicazione. L'altra 
catena, la catena lenta, viene sintetizzata in modo discontinuo, in 
piccoli segmenti (frammenti di Okazaki), nella direzione opposta a 
quella del movimento della forcella di replicazione. | frammenti di 
Okazaki vengono poi riuniti dalla DNA ligasi. Nei batteri i frammenti 
di Okazaki sono lunghi circa 1000-2000 nucleotidi. Nelle cellule 
eucariotiche sono lunghi 150-200 nucleotidi. 


Questo problema fu risolto da Reiji Okazaki e collabo- 
ratori negli anni ’60. Okazaki scoprì che una delle due nuo- 
ve catene di DNA viene sintetizzata sotto forma di brevi 
frammenti, chiamati ora frammenti di Okazaki. La con- 
clusione finale di questo lavoro fu che una catena viene 
sintetizzata in modo continuo e l’altra in modo disconti- 
nuo (Figura 25.4). La catena con crescita continua, detta 
catena (o filamento) veloce o leader è quella la cui la 
sintesi avviene nella direzione 5’—3’, la stessa del movi- 
mento della forcella di replicazione. La catena discontinua, 
catena (o filamento) lenta o ritardata è quella la cui la 
sintesi nella direzione 5'+3' procede nella direzione op- 
posta rispetto al movimento della forcella di replicazione. 
I frammenti di Okazaki hanno una lunghezza variabile da 
alcune centinaia ad alcune migliaia di nucleotidi, a secon- 
da del tipo di cellula. Come vedremo, le sintesi della cate- 
na veloce e di quella lenta sono strettamente coordinate. 


e IIDNAè degradato dalle nucleasi 

Per spiegare l’enzimologia della replicazione del DNA, ana- 
lizzeremo prima gli enzimi che lo degradano e poi quel- 
li che lo sintetizzano. Gli enzimi che degradano esclusiva- 
mente il DNA sono chiamati nucleasi o DNasi. Ogni cellu- 
la contiene diversi tipi di nucleasi, che si possono dividere 
in due classi: esonucleasi ed endonucleasi. Le esonucleasi 
degradano il DNA a partire da un'estremità della moleco- 
la. Alcune possono agire solo in direzione 5'—+3', altre in 
direzione 3'+5', rimuovendo rispettivamente i nucleotidi 
a partire dall’estremità 5’ o dall’estremità 3' di una catena 
di un acido nucleico a doppia elica o di un DNA a catena 
singola. Le endonucleasi agiscono sulla porzione interna 
degli acidi nucleici, degradandoli in frammenti sempre più 
piccoli. Solo poche esonucleasi ed endonucleasi degrada- 
no soltanto DNA a catena singola. Esistono anche alcune 
importanti classi di endonucleasi che effettuano tagli so- 
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lo in corrispondenza di specifiche sequenze nucleotidiche 
(per esempio le endonucleasi di restrizione, enzimi mol- 
to importanti nelle biotecnologie; vedi il Capitolo 9, Figu- 
ra 9.2). In questo e nei prossimi capitoli verranno descritti 
molti tipi di nucleasi. 


e IIDNAviene sintetizzato dalle DNA polimerasi 
La ricerca di un enzima che fosse in grado di sintetizza- 
re il DNA fu intrapresa da Arthur Kornberg e collaborato- 
ri intorno al 1955. Questo lavoro culminò con la purifica- 
zione e la caratterizzazione del- È 
la DNA polimerasi di E. coli, un , f 
enzima costituito da una sin- 
\ pe 

tre quattro distinte DNA poli- i 
merasi, che verranno descritte 
più avanti. 7 

Studi accurati sulla DNA $ 
rimento di un gruppo fosforico. Il nucleofilo è il gruppo 
ossidrilico 3' del nucleotide presente all’estremità 3’ del- 
la catena in fase di crescita. [attacco nucleofilico avviene 
sul gruppo fosforico a del deossinucleoside 5'-trifosfato 


gola catena polipeptidica, ora 
chiamato DNA polimerasi I 
polimerasi I hanno rivelato 
le caratteristiche del proces- 
entrante (Figura 25.5a). Nella reazione si libera pirofosfa- 
to inorganico. L'equazione complessiva della reazione è 


(M, 103 000), e codificato dal 
gene polA. In seguito si scoprì 
che E. coli contiene almeno al- 

Arthur Kornberg, 
so di sintesi del DNA che si so- 1918-2007 
no dimostrate comuni a tutte 
le DNA polimerasi. La reazione fondamentale è il trasfe- 
(ANMP), + ANTP —> (ANMP),,; + PP; 


DNA DNA allungato 
di un nucleotide 


(25.1) 


dove ANMP e dNTP sono rispettivamente il deossinucleo- 
side 5’'-monofosfato e il deossinucleotide 5'-trifosfato. La 
catalisi operata praticamente da tutte le DNA polimera- 
si coinvolge principalmente due ioni Mg°* a livello del si- 
to attivo (Figura 25.5a). Uno di essi facilita la deprotona- 
zione del gruppo ossidrilico 3', rendendolo un nucleofilo 
molto più efficace. L'altro si lega ai ANTP entranti e favo- 
risce l'allontanamento del pirofosfato. 

La reazione sembra procedere con soltanto una piccola 
variazione di energia libera, dato che la formazione di un 
legame fosfodiestere avviene a spese di un legame fosfoa- 
nidride un po’ meno stabile. Tuttavia, le interazioni non 
covalenti che si instaurano nell’impilamento e nell’appaia- 
mento delle basi aiutano a stabilizzare maggiormente la 
catena di DNA che si allunga rispetto ai nucleotidi liberi. 
Inoltre, la formazione dei prodotti è ulteriormente facili- 
tata nella cellula dai 19 kJ/mole liberati nella successiva 
idrolisi del pirofosfato per mezzo dell'enzima pirofosfata- 
si (pagina 539). 

Gli studi iniziali sulla DNA polimerasi I portarono ben 
presto alla definizione di due condizioni essenziali per la 
polimerizzazione del DNA (Figura 25.5). Innanzitutto, 
tutte le DNA polimerasi necessitano di uno stampo. La 
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(a) Sintesi del DNA Filamento 
in fase 
di allungamento —Filamento 
(primer) stampo 


DNA polimerasi 


(b) = dNTP 

A Poll entrante 
Catena primer 5'GAATCG Inserzione 
Filamento stampo 3’ 15° 


Sito 
di inserzione 


Sito 
di post-inserzione 


(c) (d) 


Sito 
di post-inserzione 


Pollice 


reazione di polimerizzazione viene guidata da una cate- 
na stampo di DNA, secondo le regole dell’appaiamento 
di basi del modello di Watson e Crick: in corrispondenza 
di una guanina presente nello stampo viene aggiunta una 
citosina nella nuova catena, e così via. Questa scoperta 
fu particolarmente importante, non solo perché forniva 
una base biochimica alla teoria della replicazione semi- 
conservativa del DNA, ma perché rappresentava il primo 
esempio di utilizzo di uno stampo per dirigere una rea- 
zione biosintetica. 
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Figura 25.5 Xè MECCANISMO D'AZIONE Allungamento di 

una catena di DNA. (a) Il meccanismo catalitico dell'aggiunta di un 
nuovo nucleotide da parte della DNA polimerasi comporta l'intervento 
di due ioni Mg?*, che si coordinano con il gruppo fosforico del 
nucleoside trifosfato entrante, con il gruppo ossidrilico in posizione 3' 
che fungerà da nucleofilo e con tre residui di aspartato, due dei quali 
sono altamente conservati in tutte le polimerasi. Lo ione Mg?* in alto 
nella figura facilita l'attacco del gruppo ossidrilico 3'del primer sul 
gruppo fosforico a del nucleoside trifosfato; l’altro ione Mg?* facilità 

la rimozione del pirofosfato. Entrambi gli ioni stabilizzano la struttura 
pentacovalente dello stato di transizione. Le RNA polimerasi utilizzano 
un meccanismo simile (vedi la Figura 26.1a). (b) L'attività della DNA 
polimerasi | richiede anche un filamento singolo non appaiato 

con funzione di stampo e un filamento primer per aggiungere 

alla sua estremità ossidrilica 3' un nuovo nucleotide. Ciascun 
nucleotide entrante viene selezionato solo parzialmente in base 

alla complementarità con il nucleotide corrispondente nella catena 
stampo. Il prodotto della reazione ha un nuovo ossidrile 3‘libero, che 
permette l'aggiunta di un altro nucleotide. La coppia di basi appena 
formata si allontana per rendere il sito attivo nuovamente disponibile 
per la formazione della prossima coppia di basi. (c) La parte centrale 
della maggior parte delle DNA polimerasi ha la forma di una mano 
che avvolge il sito attivo. La struttura mostrata è quella della DNA 
polimerasi di Thermus aquaticus (PDB ID 4KTO) legata al DNA. 

(d) Rappresentazione schematica della struttura della polimerasi, in cui 
si notano le parti di inserzione e di post-inserzione del sito attivo. Il sito 
di inserzione si trova dove avviene l'aggiunta del nucleotide, mentre il 
sito di post-inserzione è dove si trasferiscono le coppie di basi appena 
formate subito dopo la loro completa formazione. 


f 
| / 
Traslocazione 5’ GAATCGTC 
—r—r—,Ò 
è 


3! 


5’ 


Sito 
di inserzione 


In secondo luogo è necessaria una molecola d’innesco 0 
primer. Un primer è un segmento di catena, complemen- 
tare alla catena stampo, con un gruppo ossidrilico 3' libe- 
ro a cui poter legare i nucleotidi. L’estremità 3’ del primer 
viene chiamata termine del primer. In altre parole, parte 
della nuova catena deve essere già al suo posto; la polime- 
rasi può soltanto aggiungere nucleotidi a una catena pre- 
esistente. I primer sono oligonucleotidi composti da RNA 
invece che da DNA e sono sintetizzati da particolari enzi- 
mi dove e quando sono necessari. 
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Il sito attivo della DNA polimerasi è costituito da due 
parti (Figura 25.5b). Il nucleotide che sta entrando viene 
inizialmente posizionato nel sito di inserzione. Una volta 
che il legame fosfodiestere si è formato, la polimerasi sci- 
vola in avanti sulla molecola di DNA e la nuova coppia di 
basi viene posizionata nel sito di post-inserzione. Que- 
sti elementi sono localizzati in una tasca che assomiglia al 
palmo di una mano (Figura 25.5c). 

Dopo l’aggiunta di un nucleotide alla catena di DNA 
nascente, la DNA polimerasi deve dissociarsi o muoversi 
lungo lo stampo e aggiungere un altro nucleotide. L’asso- 
ciazione e la dissociazione della polimerasi possono limi- 
tare la velocità complessiva della reazione: la velocità è 
maggiore se la polimerasi aggiunge nucleotidi uno dopo 
l’altro senza dissociarsi dallo stampo. Il numero medio 
di nucleotidi aggiunti prima che la polimerasi si dissoci 
determina la sua processività. Le DNA polimerasi sono 
caratterizzate da processività molto variabili: alcune ag- 
giungono soltanto pochi nucleotidi, altre ne aggiungono 
varie migliaia prima di dissociarsi. 


e Ilprocessodi replicazione è molto accurato 

La replicazione deve procedere con un grado elevato di pre- 
cisione. Nell’E. coli viene commesso un errore ogni 10°-10!° 
nucleotidi aggiunti. Nel caso del cromosoma dell’E. coli, 
lungo circa 4,6 X 10° coppie di basi, viene quindi com- 
messo un errore soltanto una volta ogni 1000-10 000 re- 
plicazioni. Durante la polimerizzazione, la distinzione 


(a) Coppie di basi corrette 


CAPITOLO 25 
Metabolismo del DNA 


tra nucleotidi corretti e sbagliati avviene non solo in ba- 
se ai legami idrogeno che determinano il corretto appaia- 
mento tra basi complementari, ma anche alla geometria 
delle coppie di basi A=T e G=C (Figura 25.6). La DNA 
polimerasi I ha un sito attivo nel quale entrano solo cop- 
pie di basi con questa geometria. Un nucleotide sbagliato 
potrebbe essere in grado di formare legami idrogeno con 
un’altra base nello stampo, ma in realtà non può entrare 
nel sito attivo della DNA polimerasi, e quindi i nucleoti- 
di sbagliati vengono scartati prima ancora che si formi il 
legame fosfodiestere. 

Tuttavia, la precisione della reazione di polimerizza- 
zione di per sé non è sufficiente a spiegare l’alto grado di 
fedeltà della replicazione. Accurate misurazioni effettua- 
te in vitro hanno dimostrato che le DNA polimerasi inseri- 
scono un nucleotide sbagliato ogni 10‘-10° nucleotidi inse- 
riti. Tali errori talvolta si verificano in quanto i nucleotidi 
si presentano per breve tempo in una forma tautomerica 
insolita (vedi la Figura 8.9), che permette la formazione 
di legami idrogeno con una base normalmente non com- 
plementare. La frequenza di errori viene ulteriormente ri- 
dotta in vivo da altri meccanismi enzimatici. 

Tutte le DNA polimerasi possiedono anche un’attività 
esonucleasica 3'+5' che serve a controllare ogni nucleo- 
tide dopo che è stato aggiunto. Questa attività nucleasica 
permette all’enzima di rimuovere un nucleotide appena 
inserito ed è altamente specifica per gli appaiamenti sba- 
gliati (Figura 25.7). Se è stato aggiunto un nucleotide non 


(b) Coppie di basi non corrette 


Forma del sito attivo 


Figura 25.6 Contributo della geometria delle coppie di basi alla 
fedeltà della replicazione del DNA. (a) Le coppie di basi standard 
A=T e G=C hanno geometrie molto simili, quindi il sito attivo di un 
enzima che riconosce una coppia in genere riconosce anche l’altra. 
(b) La geometria di coppie di basi sbagliate le esclude dal sito attivo 
dell'enzima, come avviene per la DNA polimerasi. 
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© La polimerasi appaia 

erroneamente dC 

con dT. 
Sito @ La polimerasi riposiziona 
esonucleasico l'estremità 3' appaiata 
erroneamente nel sito 


esonucleasico 3'—+5'. 


5'GAA 
3' 


Sito di 
post-inserzione 


Sito di 
inserzione 


L’esonucleasi 
idrolizza il AC 
non appaiato. 


5'GAATOCTGO |“ 
3° È | 


L’estremità 3’ si 
riposiziona nel sito 
della polimerasi. 


5’ 


6 La polimerasi incorpora il 


nucleotide corretto dA. 
dATP 


Figura 25.7 Un esempio di correzione di un errore mediante 
l’attività esonucleasica 3'-5’ della DNA polimerasi I. L'analisi 
strutturale ha permesso di localizzare l'attività esonucleasica dietro 
all'attività della polimerasi, nella direzione dello spostamento 
dell'enzima lungo il DNA. Una base appaiata in modo non corretto 
(nel nostro caso un errore di appaiamento C-T) impedisce la 
traslocazione della polimerasi verso il sito successivo. Il DNA legato 
all'enzima scivola indietro nel sito esonucleasico e l'enzima corregge 
l'errore per mezzo della sua attività esonucleasica 3'—5/ per poi 
riprendere la sua attività polimerasica in direzione 5'+3/. 


corretto, viene inibita la traslocazione della polimerasi nel- 
la posizione in cui dovrebbe aggiungere il nucleotide suc- 
cessivo. Questa pausa cinetica fornisce l'opportunità per 
la correzione. L'attività esonucleasica 3'+5' rimuove il nu- 
cleotide sbagliato e la polimerasi ricomincia la reazione. 
Questa attività, chiamata correzione delle bozze (proof- 
reading), non è semplicemente il contrario della reazio- 
ne di polimerizzazione (Equazione 25.1), in quanto non 
è coinvolto il pirofosfato. Le attività di polimerizzazione 
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e di proofreading di una DNA polimerasi possono essere 
misurate separatamente. Queste misure hanno dimostrato 
che il processo di proofreading migliora la precisione della 
reazione di polimerizzazione di un fattore di 10°-10*. Nel- 
la DNA polimerasi I monomerica i siti attivi per la polime- 
rizzazione e per il proofreading sono separati anche se si 
trovano sullo stesso polipeptide. 

Quando si combinano i processi di proofreading e di 
selezione delle basi, una DNA polimerasi commette un 
errore circa ogni 10°-10* coppie di basi aggiunte. Tutta- 
via la precisione della replicazione delle cellule di E. coli 
è ancora maggiore. Un ulteriore sistema enzimatico ripa- 
ra i rimanenti errori nell’appaiamento delle basi a repli- 
cazione avvenuta. Analizzeremo ora questo processo di 
riparazione degli errori, mentre altri sono descritti nel- 
la Sezione 25.2. 


e E.colipossiede almeno cinque DNA polimerasi 

Più del 90% dell’attività DNA polimerasica degli estratti 
di E. coli può essere attribuito alla DNA polimerasi I. Tut- 
tavia, quasi immediatamente dopo l’isolamento di que- 
sto enzima nel 1955, cominciarono ad accumularsi prove 
sperimentali che indicavano che l’enzima non è adatto al- 
la replicazione del voluminoso cromosoma di E. coli. Pri- 
ma di tutto la velocità di reazione di questo enzima (600 
nucleotidi/min) era troppo bassa, almeno 100 volte infe- 
riore a quanto ci si aspetterebbe osservando il rapido mo- 
vimento della forcella di replicazione direttamente nella 
cellula batterica. In secondo luogo la DNA polimerasi I ha 
una bassa processività. In terzo luogo, studi genetici han- 
no dimostrato che molti geni, e pertanto molte proteine, 
sono coinvolti nella replicazione: quindi la DNA polime- 
rasi I non agisce da sola. In ultimo, e non meno importan- 
te, nel 1969 John Cairns isolò un ceppo batterico in cui il 
gene della DNA polimerasi I era alterato e produceva un 
enzima inattivo. Tuttavia, sebbene fosse sensibile in mo- 
do anomalo agli agenti che danneggiano il DNA, tale cep- 
po batterico era vitale! 

La ricerca di altre DNA polimerasi portò all’inizio de- 
gli anni ’70 alla scoperta in E. coli della DNA polimerasi 
II e della DNA polimerasi III. La DNA polimerasi II sem- 
bra avere una funzione altamente specializzata nell’ambi- 
to della riparazione del DNA (Sezione 25.3). La DNA poli- 
merasi III è l’enzima più importante nella replicazione in 
E. coli. Le proprietà delle tre DNA polimerasi sono messe 
a confronto nella Tabella 25.1. Le DNA polimerasi IV e V, 
identificate nel 1999, sono coinvolte in un particolare pro- 
cesso di riparazione (Sezione 25.2). 

La DNA polimerasi I, pur non essendo il principale en- 
zima della replicazione, è tutt'altro che irrilevante; questo 
enzima svolge una serie di funzioni di “pulizia” durante 
i processi di replicazione, ricombinazione e riparazione. 
Queste funzioni peculiari vengono favorite dall’ulteriore 
attività enzimatica propria della DNA polimerasi I, l’atti- 
vità esonucleasica 5'+3'. Questa attività, distinta dall’al- 
tra attività esonucleasica 3'-5' che provvede alla corre- 
zione delle bozze (proofreading, Figura 25.7), è localizzata 
in una regione strutturale che può essere separata dall’en- 
zima attraverso un blando trattamento con proteasi. Quan- 
do la regione contenente l’attività esonucleasica 5'+3' vie- 
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BM Tabella 25.1 Confronto tra le DNA polimerasi di E. coli 
DNA polimerasi 


I I II 
Gene strutturale * polA polB  polC (dnaE) 
Subunità (numero dei diversi tipi) 1 7 =10 
M, 103000 88 000% 791500 
Attività 3'-5' esonucleasica SÌ SÌ sì 
(proofreading) 
Attività 5'-3' esonucleasica sì no no 
Velocità di polimerizzazione 10-20 40 250-1000 
(nucleotidi/s) 
Processività (nucleotidi aggiunti 3-200 1500 =500000 


prima della dissociazione) 


* Nel caso di enzimi con più di una subunità, il gene elencato codifica la sub- 
unità con attività polimerasica. Si noti che il vecchio nome di dnaE è stato ora 
sostituito con polC. 

* Massa della sola subunità polimerasica. La DNA polimerasi II condivide nume- 
rose subunità con la DNA polimerasi III, comprese le subunità B, y, è, è’, x ew (ve- 
di la Tabella 25.2). 


ne rimossa, il frammento rimanente (M, 68 000), chiamato 
frammento grande o frammento di Klenow, mantiene 
le attività di polimerizzazione e di proofreading. l’attività 
esonucleasica 5'—3' della DNA polimerasi I intatta per- 
mette di sostituire un segmento di DNA (o di RNA) in una 
catena ancora associata allo stampo, un processo che va 
sotto il nome di traslocazione dell’interruzione (nick tran- 
slation, Figura 25.8). La maggior parte delle altre DNA po- 
limerasi non ha l’attività 5'—3' esonucleasica. 

La DNA polimerasi III, molto più complessa della DNA 
polimerasi I, comprende dieci subunità diverse (Tabella 
25.2). Le sue attività di polimerizzazione e di proofreading 
risiedono rispettivamente in subunità diverse, a ed e. La 
subunità 6 si associa alle subunità a ed £ e forma il nucleo 
della polimerasi, che è in grado di sintetizzare il DNA an- 
che se con bassa processività. Due di questi nuclei si pos- 
sono legare con un altro gruppo di subunità, dando luogo a 
un complesso detto di caricamento della pinza 0 comples- 


Figura 25.8 Traslocazione dell’interruzione. La DNA polimerasi 

I batterica ha tre domini che catalizzano le attività polimerasiche 

in direzione 5'— 3'e l'attività esonucleasica in direzione 3'+ 5 Il 
dominio esonucleasico 5'— 3/ quando l'enzima si muove lungo il 
DNA, è localizzato davanti all'enzima e quindi non è mostrato nella 
Figura 25.5. La DNA polimerasi I, degradando la catena di DNA a 
monte dell'enzima e sintetizzando dietro di sé un nuovo filamento, 
può favorire una reazione chiamata traslocazione dell'interruzione, 
in cui una rottura o un'interruzione del DNA viene effettivamente 
spostata lungo la catena insieme all'enzima. Questo processo 
partecipa alla riparazione del DNA e alla rimozione degli primer di 
RNA durante la replicazione (entrambe saranno descritte in seguito). 
Il filamento di acido nucleico che deve essere rimosso (di DNA o di 
RNA) è mostrato in viola, il filamento rimpiazzato in rosa. La sintesi del 
DNA inizia a livello dell'interruzione (un legame fosfodiestere rotto, 
che lascia liberi un ossidrile in posizione 3'e un gruppo fosforico 

in posizione 5’). Un'interruzione rimane nel punto dove la DNA 
polimerasi | si dissocia e sarà risaldata in seguito da un altro enzima. 
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so y, composto da cinque subunità di quattro tipi diver- 
si, t,ydd'. I nuclei della polimerasi sono uniti tra loro me- 
diante la subunità T (tau). Due ulteriori subunità, x (chi) e 
W (psi) sono legate al complesso di caricamento della pin- 
za. La struttura che risulta dall’interazione di tutte queste 
13 subunità (costituita da 9 proteine diverse) è stata chia- 
mata DNA polimerasi III* (Figura 25.9a). 

La DNA polimerasi III* è in grado di sintetizzare il 
DNA, anche se con una processività molto più bassa di 
quanto ci si aspetterebbe per la replicazione di un intero 
cromosoma. La processività viene incrementata fino a un 
livello sufficiente dall’associazione con quattro subunità B 
che formano così l’oloenzima DNA polimerasi II. Le subu- 
nità B associate in coppie danno origine a una struttura a 
forma di ciambella che circonda il DNA e agisce come una 
pinza (Figura 25.9b). Ognuno di questi dimeri di subuni- 
tà pì si associa a un nucleo della DNA polimerasi II* (un 
dimero per nucleo) e scivola lungo il DNA con il procede- 
re della replicazione. Questa pinza scorrevole p (una pinza 
dimerica) impedisce la dissociazione della DNA polimerasi 
III dal DNA, aumentandone enormemente la processività 
fino a 500 000 volte (vedi la Tabella 25.1). 


e Lareplicazione del DNA richiede numerosi enzimi 
e fattori proteici 

È oggi noto che la replicazione nell’E. coli non richiede 
semplicemente un’unica DNA polimerasi, ma 20 o più tra 
enzimi e proteine, ognuno dei quali ha un compito speci- 
fico. L'intero complesso è stato chiamato sistema della 
DNA replicasi o replisoma. La complessità del sistema 
enzimatico che dirige la replicazione riflette le esigenze 


Esonucleasi 


Esonucleasi 


SA Acido nucleico 
che deve essere rimosso 
Interruzione 
Sito Sito 
di post- di 


Vengono rilasciati NMP o ANMP 


inserzione inserzione 


Vengono 
aggiunti i ANTP 
e viene rilasciato 


dNTP 


NMP o dNMP, PP; 
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MI Tabella 25.2 Subunità della DNA polimerasi III di £. coli 
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Attività esonucleasica 3'+5' (correzione delle bozze) 


Legame stabile allo stampo; dimerizzazione 


Complesso che apre la pinza scorrevole 


Nucleo della polimerasi 


Complesso a forma 

di pinza (complesso y) 
che carica le subunità f 
sulla catena lenta 

su ciascun frammento 
di Okazaki 


Pinza del DNA per ottimizzare la processività 


Numero 
di subunità M, 
per delle 
Subunità oloenzima subunità Gene Funzione delle subunità 
(I 2 129900 polC (dnaE) Attività polimerasica 
£ 2 27500 dnaQ (mutD) 
0 2 8600 holE Stabilizzazione della subunità e 
T 2 71100 dnaX 
del nucleo enzimatico centrale 
1 47500 dnaX* Caricatore della pinza scorrevole 
D) 1 38700 holA 
d' 1 36900 holB Caricatore della pinza scorrevole 
X 1 16600 holC Interazione con SSB 
On 1 15200 holD Interazione con ye x 
B 4 40600 dnaN 


* La subunità y è codificata da una porzione del gene per la subunità 7; circa il 66% della regione amminoterminale della subunità mha la stessa sequenza amminoacidica 
della subunità y. La subunità y viene generata da uno slittamento del quadro di lettura in sede di traduzione (pag. 1135) che porta a una fine prematura della proteina. 


imposte al processo dalla struttura del DNA e dalla neces- 
sità di un’assoluta accuratezza. Prenderemo ora in consi- 
derazione le classi principali di enzimi della replicazione 
in base ai problemi che essi devono affrontare. 

Affinché le due catene di DNA che devono servire da 
stampo siano accessibili, devono essere separate. Di ciò 
generalmente si occupano enzimi chiamati elicasi, che 
si muovono lungo il DNA e separano le catene usando 
l’energia chimica fornita dall’ATP. La separazione delle 
catene provoca una tensione topologica nella struttura a 
elica del DNA (vedi la Figura 24.11), che viene rimossa 
dall'azione delle topoisomerasi. Le catene separate ven- 


(a) 


Pinza scorrevole f 


Pinza scorrevole } 


Caricatore 
della pinza 


Figura 25.9 DNA polimerasi III. (a) Architettura della polimerasi 

III (Pol III) batterica. Due domini (nuclei) composti dalle subunità a, 

e, e 0 sono uniti tramite un complesso formato da cinque subunità 
(caricatore della pinza), noto anche come complesso y, con la 
composizione in subunità t,yòò‘ Le subunità del nucleo e il complesso 
caricatore della pinza costituiscono la DNA polimerasi III*. Le subunità 
yet sono codificate dallo stesso gene. La subunità y è una versione 
accorciata della subunità t. Quest'ultima contiene un dominio identico 
alla subunità y, e un segmento in più che interagisce con il nucleo 
della polimerasi. Le altre due subunità della DNA polimerasi III*, x e 

w (non mostrate) si legano al complesso caricatore della pinza. Due 


gono stabilizzate da proteine che legano il DNA. Prima 
dell’inizio della sintesi del DNA devono essere presen- 
ti o venire sintetizzati i primer, che sono in genere brevi 
frammenti di RNA sintetizzati da enzimi chiamati prima- 
si. Infine, i primer di RNA devono essere rimossi e sosti- 
tuiti da DNA. In E. coli questa è una delle tante funzioni 
espletate dalla DNA polimerasi I. Dopo la rimozione dei 
segmenti di RNA e il riempimento della lacuna con DNA, 
rimangono punti nello scheletro del DNA in cui i legami 
fosfodiestere sono assenti. Queste interruzioni devono 
essere riparate da enzimi denominati DNA ligasi. Tut- 
ti questi processi devono essere coordinati e regolati. Le 


pinze fi, ciascuna formata da un dimero della subunità f}, interagiscono 
con due nuclei sottorganizzati. Il complesso interagisce con la DnaB 
elicasi (descritta più avanti nel testo) tramite le subunità t. (b) Le due 
subunità f della DNA polimerasi III di £. coli formano una sorta di 
pinza circolare, che circonda il DNA. La pinza scorre lungo la molecola 
di DNA, aumentando la processività dell'oloenzima polimerasi III 

fino a oltre 500 000 nucleotidi, in quanto impedisce la dissociazione 
dell'enzima dal DNA. Le due subunità f sono colorate con due tonalità 
di viola e sono rappresentate in forma di struttura a nastro (a sinistra) 
e come immagine della superficie (a destra), che circondano un 
segmento di DNA a doppia elica (ottenuti da PDB ID 2POL). 
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interazioni tra questi e altri enzimi sono state caratteriz- 
zate meglio nell’E. coli. 


e Lareplicazione del cromosoma di E. coli procede in fasi 
successive 

La sintesi di una molecola di DNA può essere suddivisa in 
tre fasi, inizio, allungamento e terminazione, distinguibili 
sia per quanto riguarda le reazioni, sia per gli enzimi che 
intervengono. Nei prossimi due capitoli vedremo che le 
sintesi degli altri principali polimeri biologici, gli RNA e 
le proteine, possono essere suddivise nelle stesse tre fasi, 
ciascuna con caratteristiche peculiari. I risultati qui de- 
scritti derivano soprattutto da esperimenti in vitro effet- 
tuati con proteine purificate da E. coli, ma i principi so- 
no altamente conservati in tutti i sistemi di replicazione. 


Inizio L'origine della replicazione nell’E. coli (oriC) è co- 
stituita da 245 bp e contiene sequenze di DNA altamente 
conservate nelle origini di replicazione batteriche. La di- 
sposizione generale delle sequenze conservate è illustrata 
nella Figura 25.10. Due tipi di strutture sono particolar- 
mente interessanti: cinque sequenze ripetute di 9 bp (si- 
ti R), che fungono da siti di legame per la proteina chiave 
per l’inizio della replicazione, la DnaA, e una regione ricca 
di coppie di basi A=T chiamata elemento per il disav- 
volgimento del DNA (DUE). Vi sono altri tre siti di lega- 


Disposizione in fila di tre 
sequenze di 13 bp; 
sequenza consenso 
GATCINTTNTTTT 


DUE RI IHF RS 
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me delle DnaA (siti I), e i siti di legame delle proteine IHF 
(fattori di integrazione dell’ospite) e FIS (fattore di stimo- 
lazione dell’inversione). Queste proteine sono componen- 
ti necessari essenziali nelle reazioni di ricombinazione de- 
scritte in seguito in questo capitolo e i loro nomi rifletto- 
no i loro ruoli. Un'altra proteina che si lega al DNA, l’HU 
(una proteina batterica simile agli istoni, originariamente 
denominata fattore U), pur partecipando al processo non 
sembra avere uno specifico sito di legame. 

Alla fase di inizio della replicazione partecipano al- 
meno 10 differenti enzimi (o proteine) (vedi l’elenco nel- 
la Tabella 25.3). Essi aprono l’elica del DNA in corrispon- 
denza dell'origine e formano un complesso di preinnesco 
per le successive reazioni. Il componente fondamentale 
nel processo di inizio è la proteina DnaA, un membro del- 
la famiglia AAA + ATPasi (ATPasi associate a diverse at- 
tività cellulari). Molte AAA+ ATPasi, come la DnaA, for- 
mano oligomeri e idrolizzano l’ATP piuttosto lentamen- 
te. Questa idrolisi dell’ATP agisce come un interruttore 
che media l’interconversione della proteina tra due sta- 
ti. Nel caso della proteina DnaA, la forma legata all’ATP è 
attiva, mentre la forma legata all’ADP (il prodotto dell’i- 
drolisi) è inattiva. 

Otto molecole proteiche di DnaA nello stato conforma- 
zionale indotto dal legame dell'ATP si uniscono e forma- 
no un complesso che comprende i siti R e I dell’oriC (Figu- 


Siti di legame della proteina DnaA, 
cinque sequenze di 9 bp; 


sequenza consenso 
TT(A/T)TNCACC 


Il 12 R2 FIS R3 13 RA 


Figura 25.10 Allineamento delle sequenze nell'origine della 
replicazione di E. coli, oriC. Sono mostrate le sequenze consenso 
(pagina 109) di elementi chiave ripetuti. N indica uno qualsiasi dei 
quattro nucleotidi. Le frecce orizzontali indicano l'orientamento 
delle sequenze nucleotidiche (le frecce orientate da sinistra a destra 
indicano la sequenza nel filamento in alto; quelle orientate da destra 


a sinistra la sequenza del filamento in basso). FIS e IHF sono i siti di 
legame per le proteine descritte nel testo. | siti R sono occupati dalla 
DnaA.1 siti contrassegnati con | sono siti addizionali di legame per la 
DnaA (con sequenze diverse), che legano la DnaA solo quando è in 
complesso con l'ATP. 


MI Tabella 25.3 Proteine necessarie per iniziare la replicazione in corrispondenza dell'origine di E. coli 


Numero 
Proteina M, di subunità 
Proteina DnaA 52 000 1 
Proteina DnaB (elicasi) 300 000 6* 
Proteina DnaC 174000 6* 
HU 19 000 2 
FIS 22500 2% 
IHF 22000 2 
Primasi (proteina DnaG) 60 000 1 
Proteina che si lega al DNA a catena singola 75 600 4* 
(SSB) 
DNA girasi (DNA topoisomerasi II) 400000 4 
Dam metilasi 32.000 1 


* In questi casi le subunità sono identiche. 


Funzione 
Riconosce la sequenza ori; apre il duplex in siti specifici dell'origine 
Disavvolge il DNA 
Necessaria per il legame di DnaB a livello dell’origine 
Proteina istone-simile; proteina che si lega al DNA; promuove la fase 
di inizio 
Proteina che si lega al DNA; promuove la fase di inizio 
Proteina che si lega al DNA; promuove la fase di inizio 
Sintetizza i primer di RNA 


Si lega al DNA a singola elica 


Rilascia la tensione torsionale generata dal disavvolgimento del DNA 


Metila le sequenze (5')GATC a livello di oriC 
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DnaA-ATP 


oriC 
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Posizionamento 
DnaC-dipendente 


DnaB della DnaB elicasi. 


DnaC-ATP 


sn 204 


Legame 
all’origine della DA 
replicazione. DnaA-dipendente 
DUE della regione DUE. & +ADP+P; 


Figura 25.11 Modello dell'inizio della replicazione a livello 
dell’oricC, il sito di origine di E. coli. Otto molecole di DnaA, ciascuna 
associata a una molecola di ATP, si legano ai siti R e | dell'origine 

(vedi la Figura 25.10). Il DNA si avvolge intorno a questo complesso, 
formando una struttura elicoidale destrorsa. La regione DUE, ricca di 
A=T, si denatura per effetto della tensione conferita dal DNA che si è 


ra 25.11). La DnaA ha una maggiore affinità per i siti R ri- 
spetto ai siti I e si lega a questi siti R sia nella conformazio- 
ne con l’ATP sia in quella con ’ADR.I siti I, che legano solo 
la DnaA con legato l’ATP permettono di distinguere tra le 
forme attive e inattive della DnaA. Lo stretto avvolgimen- 
to destrorso del DNA attorno a questo complesso introdu- 
ce un superavvolgimento positivo (vedi il Capitolo 24). La 
tensione associata al vicino DNA porta alla denaturazio- 
ne delle regioni DUE ricche di coppie A="T. Il complesso 
formatosi all’origine della replicazione comprende anche 
diverse proteine che legano il DNA, HU, IHF e FIS, che fa- 
cilitano il ripiegamento del DNA. 

La proteina DnaC, un’altra AAA + ATPasi, posiziona 
poi la proteina DnaB sui filamenti separati di DNA nel- 
la regione denaturata. Un esamero della DnaC, in cui cia- 
scuna subunità è legata all’ATP forma un complesso con 
le DnaB elicasi che ha una forma ad anello. Finterazione 
DnaC-DnaB apre l'anello della DnaB e il processo è aiutato 
da un’ulteriore interazione tra la DnaB e la DnaA. Due esa- 
meri di DnaB a forma di anello vengono posizionati sulla 
regione DUE, uno intorno a ciascuna catena di DNA. LATP 
legato alla DnaC viene idrolizzato, rilasciando la DnaC e 
lasciando la DnaB legata al DNA. 

Il posizionamento della DnaB elicasi è una tappa fon- 
damentale nel processo di inizio della replicazione. Per la 
sua azione elicasica, la DnaB migra lungo il DNA a cate- 
na singola in direzione 5'—+3', disavvolgendo il DNA du- 
rante il suo movimento. Le elicasi DnaB posizionate in- 
torno alle due catene di DNA si muovono quindi in dire- 
zioni opposte, creando due potenziali forcelle di replica- 
zione. Tutte le altre proteine della forcella di replicazione 
sono direttamente o indirettamente legate alla DnaB. Lo- 
loenzima DNA polimerasi III si lega attraverso le subuni- 
tà t; altre interazioni della DnaB verranno descritte in se- 
guito. Appena comincia la replicazione e le due catene di 
DNA si separano a livello della forcella, le catene separa- 
te sono stabilizzate dal legame di molte molecole di pro- 
teine che si legano al DNA a catena singola (SSB), mentre 
la DNA girasi (la DNA topoisomerasi II) rilascia lo stress 
topologico prodotto davanti alla forcella dalla reazione di 
disavvolgimento. 


legato alla regione adiacente. La formazione del complesso elicoidale 
con DnaA viene facilitata dalle proteine HU, IHF e FIS, non mostrate 
nella figura, i cui ruoli strutturali ancora non sono stati pienamente 
definiti. Gli esameri della proteina DnaB si legano a ciascun filamento, 
con l'aiuto della proteina DnaC. L'attività della DnaB elicasi disavvolge 
ulteriormente il DNA, preparandolo alla sintesi del primer e del DNA. 


L’inizio è l’unica fase della replicazione del DNA a es- 
sere regolata. La regolazione avviene solo una volta in ogni 
ciclo cellulare. Il meccanismo di regolazione non è stato 
ancora interamente chiarito, ma studi genetici e biochi- 
mici hanno messo in evidenza diversi meccanismi di re- 
golazione. 

Una volta che la DNA polimerasi III si è posizionata 
sul DNA, insieme alle subunità f (che segnalano la fine 
della fase di inizio), la proteina Hda si lega alle subunità 
B e interagisce con la proteina DnaA, per stimolare l’idro- 
lisi dell'ATP legato. Hda è un’altra AAA+ ATPasi, stretta- 
mente correlata con la DnaA (il suo nome deriva da ho- 
mologous to DnaA). Lidrolisi dell’ATP conduce al dissolvi- 
mento del complesso DnaA all'origine della replicazione. 
Il lento rilascio dell’ADP da parte della DnaA e il nuovo 
legame dell'ATP fanno sì che la proteina passi ciclicamen- 
te da una forma inattiva (con l’ADP legato) a una forma 
attiva (con l’ATP legato), in una scala temporale che va da 
20 a 40 minuti. 

La tempistica dell’inizio della replicazione è sotto il 
controllo della metilazione del DNA e delle interazioni 
con la membrana plasmatica batterica. Il DNA dell’oriC 
viene metilato dalla metilasi Dam (Tabella 25.3), che me- 
tila PN° dell’adenina che fa parte della sequenza palindro- 
ma (5’)GATC. (Dam non è il nome di una proteina, ma sta 
per DNA adenine methylation.) La regione oriC di E. coli è 
molto ricca di sequenze GATC. Ne ha 11 su 245 bp, quan- 
do la frequenza media di GATC nel cromosoma di E. coli 
è di 1 su 256 bp. 

Subito dopo la replicazione, il DNA è semimetilato: le 
catene parentali hanno le sequenze oriC metilate, ma le ca- 
tene neosintetizzate non sono metilate. Le sequenze oriC 
semimetilate interagiscono ora con la membrana plasma- 
tica (il meccanismo è ignoto) e legano la proteina SegA. In 
seguito l’oriC si stacca dalla membrana plasmatica, SegA si 
dissocia, e il DNA deve essere completamente metilato dal- 
la metilasi Dam prima che possa ancora legarsi alla DnaA 
e iniziare un nuovo ciclo di replicazione. 


Allungamento La fase di allungamento della replicazio- 
ne consta di due eventi apparentemente simili, ma ben 
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distinti per quanto riguarda il meccanismo: la sintesi del- 
la catena veloce e la sintesi della catena lenta. Vari enzimi 
presenti alla forcella di replicazione sono importanti per la 
sintesi di entrambe le catene. Per prima cosa le DNA elica- 
si disavvolgono il DNA parentale e la tensione topologica 
indotta dalle elicasi viene rimossa dalle DNA topoisome- 
rasi. Ogni catena separata è poi stabilizzata dalle SSB. Da 
questo punto in poi, la sintesi della catena veloce e quella 
della catena lenta del DNA sono molto differenti. 

La sintesi della catena veloce comincia con la formazio- 
ne da parte di una primasi (la proteina DnaG) di un breve 
primer di RNA (da 10 a 60 nucleotidi) all'origine della re- 
plicazione. La proteina DnaG interagisce con la DnaB elica- 
si per catalizzare questa reazione e il primer viene sintetiz- 
zato in direzione opposta rispetto a quella con cui si sposta 
la DnaB elicasi. Infatti, la DNA elicasi si muove lungo la ca- 
tena che diventa la catena lenta nella sintesi del DNA; tut- 
tavia, il primo primer sintetizzato dalla prima interazione 
DnaG-DnaB serve per innescare la sintesi della catena ve- 
loce di DNA nella direzione opposta. I deossiribonucleoti- 
di vengono aggiunti a questo primer da un complesso del- 
la DNA polimerasi III legato alla DnaB elicasi associata alla 
catena opposta di DNA. La sintesi della catena veloce pro- 
cede in modo continuo, in sincronia con il disavvolgimento 
del DNA a livello della forcella di replicazione. 

La sintesi della catena lenta, come abbiamo già visto, 
procede tramite la formazione dei frammenti di Okazaki 
(Figura 25.12a). In primo luogo, il primer di RNA è sinte- 
tizzato dalla primasi e, come nella sintesi della catena ve- 


DNA topoisomerasi II 
(DNA girasi) 


(a) ia iva dala forcella di replicazione Catena 


DnaB 
elicasi 


(b) 


Sintesi della catena lenta 
(DNA polimerasi III) 
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loce, la DNA polimerasi III si lega al primer di RNA e ag- 
giunge deossiribonucleotidi (Figura 25.12b). A questo li- 
vello la sintesi di ognuno dei frammenti di Okazaki sem- 
bra semplice, ma in realtà è piuttosto complessa. La diffi- 
coltà sta nel coordinamento della sintesi della catena velo- 
ce e della catena lenta: entrambe le catene sono prodotte 
da un singolo dimero asimmetrico di DNA polimerasi III, 
che si realizza facendo piegare ad anello il DNA della ca- 
tena lenta e procedendo insieme nei due diversi percorsi 
di polimerizzazione (Figura 25.13). 

La sintesi dei frammenti di Okazaki sulla catena lenta 
comporta un’elegante coreografia enzimatica. La DnaB 
elicasi e la DnaG primasi costituiscono un’unità funzio- 
nale all’interno del complesso replicativo, chiamata pri- 
mosoma. La DNA polimerasi III utilizza uno dei dime- 
ri del nucleo per sintetizzare la catena veloce in maniera 
continua; l’altro dimero sintetizza un frammento di Oka- 
zaki dopo l’altro sull’anello che si forma sulla catena len- 
ta. enzima DnaB elicasi legato davanti alla DNA polime- 
rasi III separa la doppia elica del DNA a livello della for- 
cella di replicazione (Figura 25.13a), e si sposta lungo il 
filamento stampo lento nella direzione 5'+3’. La DnaG 
primasi si associa temporaneamente alla DnaB sintetiz- 
zando un corto primer di RNA (Figura 25.13b). Una nuo- 
va pinza scorrevole contenente una subunità } viene po- 
sizionata vicino al primer dal complesso della DNA poli- 
merasi III (Figura 25.13c). Quando è stata completata la 
sintesi di un frammento di Okazaki, la replicazione si ar- 
resta e le subunità che costituiscono il nucleo della DNA 


Sintesi della catena veloce 
(DNA polimerasi III) 


5' 


lenta 


Primer di RNA 
dal precedente 
frammento 

di Okazaki 


Figura 25.12 Sintesi dei frammenti 
di Okazaki. (a) A intervalli, la primasi 
sintetizza un primer di RNA per un nuovo 
frammento di Okazaki. Considerando che 
le due catene stampo sono allineate una 
accanto all'altra, la sintesi della catena 
lenta procede nel senso opposto a quello 
del movimento della forcella. (b) Ciascun 
primer viene esteso dalla DNA polimerasi 
III. (c) La sintesi del DNA continua finché 

il frammento si estende fino a incontrare 
il primer del frammento di Okazaki 
sintetizzato precedentemente. A questo 
punto un nuovo primer viene sintetizzato 


vicino alla forcella di replicazione per 
iniziare nuovamente il processo. 
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La sintesi sulla catena 
veloce procede senza 
interruzioni, man 
mano che il DNA si 
disavvolge tramite la 
DnaB elicasi. 


(a) 


Nucleo 


P aqua 


veloce 


Complesso per il caricamento 
della pinza, con la pinza 
scorrevole B aperta 

Catena lenta 


Primer di RNA 
di un frammento 
di Okazaki precedente 


Primasi (#4) 


(b) 


La sintesi del 
frammento di 
Okazaki è ormai 
completa. 


La primasi si lega 

alla proteina DnaB, 
sintetizza un nuovo 
primer e si dissocia. 


(©) 


Una nuova pinza f si aggancia 
, alnuovo primer tramite il 
‘caricatore della pinza. 


Sulla catena lenta 
viene completata 
la sintesi di un 
nuovo frammento 
di Okazaki. 


polimerasi III si dissociano dalla subunità f che è servita 
da pinza scorrevole (e dal frammento di Okazaki neosin- 
tetizzato) e si vanno ad associare a una nuova subunità f 
(Figura 25.13d, e). Ciò dà inizio alla sintesi di un nuovo 
frammento di Okazaki. Come accennato in precedenza, 
l’intero complesso responsabile della sintesi coordinata 
del DNA a livello della forcella di replicazione è un repli- 
soma. Le proteine che agiscono alla forcella di replicazio- 
ne sono elencate nella Tabella 25.4. 

Anche il complesso della DNA polimerasi III per il po- 
sizionamento della pinza, formato da parti delle due sub- 
unità T insieme alle subunità y, è e è’, è una AAA+ ATPasi. 
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Figura 25.13 Sintesi del DNA sulla catena veloce e su 

quella lenta. Gli eventi che si svolgono a livello della forcella di 
replicazione vengono coordinati da un singolo dimero di DNA 
polimerasi III, che forma un complesso integrato con la DnaB 
elicasi. La figura mostra il processo di replicazione già iniziato; 

le fasi da (a) a (e) vengono esaminate nel testo. La catena lenta 
forma un'ansa, in modo che la sintesi del DNA proceda di concerto 
su entrambe le catene. Le frecce rosse indicano l'estremità 3’ delle 
due nuove catene, e la direzione della sintesi del DNA. Le frecce 
nere tratteggiate indicano la direzione del movimento del DNA 
parentale attraverso il complesso. Un frammento di Okazaki si sta 
sintetizzando sull'elica lenta. Il significato dei colori delle subunità 
e le funzioni del complesso di posizionamento della pinza 
vengono spiegati nella Figura 25.14. 


La pinza ft} successiva 
diventa disponibile 
quando inizia la sintesi 
del frammento di 
Okazaki. 


Le subunità del 
nucleo della catena 
lenta vengono 
trasferite al nuovo 
primer e alla sua pinza 
B. La vecchia pinza p 
viene scartata. 


(d) 


Pinza f scartata 


Questo complesso si lega all’ATP e alla nuova pinza scor- 
revole f. Il legame trasmette una certa tensione alla pinza 
dimerica, aprendo l’anello in corrispondenza di un’inter- 
faccia tra le due subunità (Figura 25.14). elica lenta col 
primer passa all’interno dell’anello attraverso l'apertura. Il 
caricatore della pinza scorrevole idrolizza ’ATP, rilascian- 
do la pinza scorrevole f, che si chiude intorno al DNA. 

Il replisoma consente la rapida sintesi di DNA a una 
velocità di circa 1000 nucleotidi al secondo su entrambe le 
catene (catena lenta e catena veloce). Quando il frammen- 
to di Okazaki neosintetizzato è completo, il suo primer di 
RNA viene rimosso dalla DNA polimerasi I e rimpiazzato 
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M Tabella 25.4 Proteine nel replisoma di E. coli 


Numero 
Proteina M, di subunità 
SSB 75600 4 
Proteina DnaB (elicasi) 300000 6 
Primasi (proteina DnaG) 60000 1 
DNA polimerasi III 791500 17 
DNA polimerasi I 103000 1 
DNA ligasi 74000 1 
DNA girasi (DNA topoisomerasi II) 400000 4 
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Funzione 

Legame al DNA a filamento singolo 

Disavvolgimento del DNA; costituente del primosoma 
Sintesi del primer di RNA; costituente del primosoma 
Allungamento del nuovo filamento 

Riempimento degli intervalli; escissione dei primer 
Legame 


Superavvolgimento 


Fonte: modificata da Kornberg, A. (1982) Supplement to DNA Replication, Tabella S11-2, W.H. Freeman and Company, New York. 


Caricatore della pinza 


da DNA sintetizzato dallo stesso enzima. L’interruzione 
che rimane viene saldata dalla DNA ligasi (Figura 25.15). 

La DNA ligasi catalizza la formazione di un legame fo- 
sfodiestere tra l’ossidrile all'estremità 3’ di una catena di 


DNA e il fosfato all’estremità 5’ di un’altra catena. Il grup- 
po fosforico deve essere attivato tramite adenililazione. Le 
DNA ligasi dei virus e degli eucarioti utilizzano a questo 
scopo l’ATP Le DNA ligasi dei batteri usano invece NAD* - 
un cofattore normalmente impiegato nelle reazioni di tra- 
sferimento di idruro (vedi la Figura 13.24) - quale fonte 


Catena 
lenta 
3” 5' 


5° 3' 
î 


Interruzione 


NMP 
dNTP 


DNA polimerasi I 


ATP (0 NAD') 


DNA ligasi 
AMP + PP; (o NMN) 


Figura 25.15 Tappe finali nella sintesi della catena lenta. 

| primer di RNA sono rimossi dall'attività 5"-3’ esonucleasica 
della DNA polimerasi | e sostituiti con DNA dallo stesso enzima. 
L'interruzione restante viene poi saldata dalla DNA ligasi. Il ruolo 
dell'ATP e del NAD* è illustrato nella Figura 25.16. 


Figura 25.14 Il caricatore della pinza 
della DNA polimerasi III. Le cinque 
subunità del complesso caricatore della 
pinza sono le subunità y, è e è‘ e il dominio 
amminoterminale di ciascuna subunità 
bi t (vedi la Figura 25.9). Il complesso si 
lega a tre molecole di ATP e a una pinza 
f dimerica. Il legame mantiene aperta la 
pinza f} in corrispondenza di una delle 
interfacce tra le due subunità. L'idrolisi 
dell'ATP legato permette alla pinza f} di 
chiudersi di nuovo intorno al DNA. 


di gruppi AMP necessari per l'attivazione (Figura 25.16). 
La DNA ligasi è un altro enzima del metabolismo del DNA 
che ha assunto importanza fondamentale come reagen- 
te negli esperimenti con il DNA ricombinante (vedi la Fi- 
gura 9.1). 


Terminazione Alla fine le due forcelle di replicazione del 
cromosoma circolare di E. coli si incontrano in una regio- 
ne terminale contenente copie multiple di una sequenza 
di 20 coppie di basi chiamata Ter (Ter sta per “termine”) 
(Figura 25.17). La sequenza Ter è costruita in modo tale 
da costituire una sorta di trappola dove la forcella di re- 
plicazione può entrare ma non uscire. La sequenza Ter 
funziona come sito di legame per una proteina chiamata 
Tus (terminus utilization substance). Il complesso Tus-Ter 
è in grado di arrestare la forcella di replicazione soltan- 
to da una direzione. Per ogni ciclo di replicazione funzio- 
na solo un complesso Tus-Ter; si tratta di quello che vie- 
ne incontrato per primo da una delle due forcelle. Dato 
che le forcelle di replicazione opposte in genere si ferma- 
no quando si incontrano, non sembra che le sequenze Ter 
svolgano un ruolo essenziale, ma potrebbero comunque 
impedire l'ulteriore replicazione da parte di una forcella 
nel caso che l’altra venisse ritardata o fermata da ostacoli 
o danneggiamenti del DNA. 

Così, quando una delle due forcelle di replicazione 
incontra un complesso funzionale Tus-Ter, si ferma; l’al- 
tra forcella si arresta quando incontra la prima forcella 
già ferma; le poche centinaia di coppie di basi rimaste tra 
questi due grandi complessi proteici vengono quindi re- 
plicate (con un meccanismo ancora ignoto), completan- 
do due cromosomi circolari topologicamente intercon- 
nessi (concatenati) (Figura 25.18). I DNA circolari legati 
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© I rilascio di AMP sigilla l'interruzione 


O 


CEnzima )- NH; 
DNA ligasi 
4 
O 
R_0 ii (0) | Ribosio | Adenina 
(1) Adenililazione (CHI 
della DNA ligasi 
AMP derivante da ATP (R = PP) 
o NAD* (R = NMN) 
PP; (da ATP) 
oppure 
NMN (da NAD*) 
RA O 
Ezima)_in, — P— o {M60SI9}-{ Agenina | 
A 2 
0- 
Enzima-AMP 


(2) Attivazione 
del fosfato in 5’ 
nell’interruzione 


3'* > 5 


Interruzione del DNA P 


pn i 
Enzima ) NH; O 


07 P— OT Ribosio Lo Adenina 


AMP 


—_ =_= O 
e DNA ligasi | 
“OH 0,70 O-P_0 


a VP O 
o 0 0 


DNA sigillato 


"0° ‘0—|Ribosio}-| Adenina 


Figura 25.16 Meccanismo della reazione della DNA ligasi. In 
ognuna delle tre tappe si forma un legame fosfodiestere a spese 

di un altro. Le tappe © e @ portano all'attivazione del gruppo 
fosforico 5'al punto di interruzione. Un gruppo AMP viene trasferito 
prima a un residuo di lisina sull'enzima e poi al gruppo fosforico 5’ 
dell'interruzione. Nella tappa ® il gruppo ossidrilico 3'si lega a questo 


Origine 


Forcella di replicazione Forcella di replicazione 
in senso antiorario i =: in senso orario 


T TerB TerC TerA 
rappola 


per la forcella 
di replicazione 
in senso orario 


Trappola 

per la forcella 

di replicazione 

in senso antiorario 


Figura 25.17 Terminazione della replicazione del cromosoma 
in E. coli. Le sequenze Ter (da TerA a Ter) sono disposte sul 
cromosoma in due gruppi con orientamento opposto. 


in questo modo vengono chiamati catenani e nell’E. coli 
la loro separazione richiede la presenza dell’enzima to- 
poisomerasi IV (un tipo di topoisomerasi II). I cromoso- 
mi separati vengono quindi distribuiti nelle cellule figlie 


gruppo fosforico e sposta l’AMP; si forma così un legame fosfodiestere 
che elimina l'interruzione. Nel caso della DNA ligasi di £. coli, AMP 
deriva dal NAD*. Le DNA ligasi isolate da numerosi organismi virali 

ed eucariotici usano ATP al posto del NAD*, e nella tappa © liberano 
pirofosfato invece di nicotinammide mononucleotide (NMN). 


durante il processo di divisione. La fase terminale della 
replicazione di altri cromosomi circolari, soprattutto vi- 
rus a DNA degli eucarioti, è molto simile. 


e  Lareplicazione nelle cellule eucariotiche 

è simile ma più complessa 
Le molecole di DNA delle cellule eucariotiche sono consi- 
derevolmente più grandi di quelle dei batteri e sono orga- 
nizzate in complesse strutture nucleoproteiche (cromati- 
na; pagina 1018). Le caratteristiche essenziali della repli- 
cazione del DNA sono le stesse in eucarioti e procarioti, e 
molti dei complessi proteici sono funzionalmente e strut- 
turalmente conservati. Però la replicazione degli eucarioti 
è regolata e coordinata in rapporto al ciclo cellulare, il che 
implica un grado di maggiore complessità. 

Le origini della replicazione hanno una struttura ben 
caratterizzata in alcuni eucarioti inferiori, ma sono mol- 
to meno definite negli eucarioti superiori. Nei vertebrati, 
numerose sequenze ricche di coppie A="T possono esse- 
re usate per l’inizio della replicazione, ma i siti possono 
variare da una divisione cellulare alla successiva. Il lie- 
vito (Saccharomyces cerevisiae) ha origini di replicazione 
chiamate sequenze che si replicano autonomamente, det- 


© 978-88-08-26148-9 


Forcella Forcella 
in senso in senso 
antiorario orario 


S 
termine 
della replicazione 


Cromosomi 
concatenati 


DNA topoisomerasi IV 


SINOVIDOVIVIVAVAA 


Cromosomi 
separati 


Figura 25.18 Ruolo delle topoisomerasi nella terminazione 
della replicazione. La replicazione del DNA tra le due opposte 
forcelle di replicazione lascia i cromosomi uniti tra loro come 
catenani, cioè come anelli topologicamente collegati. | due anelli 
non sono legati covalentemente, ma, sono interconnessi tra loro 
nonostante ciascuno rimanga chiuso covalentemente; pertanto non 
possono essere separati, se non tramite l'azione delle topoisomerasi. 
In E. coli un tipo di topoisomerasi II, la topoisomerasi IV, separa i 
cromosomi concatenati, tagliando temporaneamente ambedue le 
catene del DNA di uno dei due cromosomi e permettendo all'altro di 
passare attraverso l'interruzione. 


te ARS (autonomously replicating sequences) o replicatori. 
I replicatori del lievito si estendono per -150 bp e conten- 
gono diverse sequenze essenziali e conservate. Circa 400 
replicatori sono distribuiti tra i 16 cromosomi del genoma 
aploide del lievito. 

La regolazione assicura che tutto il DNA cellulare sia 
replicato una sola volta per ciclo cellulare. Gran parte del- 
la regolazione comporta l’intervento di proteine chiama- 
te cicline e di chinasi ciclina-dipendenti (CDK), che si as- 
sociano tra loro (pagina 498). Le cicline vengono rapida- 
mente distrutte da una proteolisi ubiquitina-dipendente 
alla fine della fase M (mitosi) e la loro assenza permette la 
formazione dei complessi pre-replicativi (pre-RC) a li- 
vello dei siti di inizio della replicazione. Nelle cellule che 
si moltiplicano rapidamente i pre-RC si formano alla fine 
della fase M (mitosi). Invece, nelle cellule che si moltipli- 
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cano lentamente non si formano fino alla fine della fase 
G1. La formazione del complesso pre-RC rende le cellule 
competenti per la replicazione, un evento talvolta chiama- 
to licensing (licenza di crescere). 

Come nei batteri, anche negli eucarioti l'evento chiave 
dell’inizio della replicazione è il caricamento dell’elicasi, un 
complesso eteroesamerico di proteine per il mantenimen- 
to del minicromosoma (MCM) (da MCM-2 a MCM-7). 
Lanello dell’elicasi MCM2-7 il cui funzionamento è simile 
a quello dell’elicasi batterica DnaB, viene posizionato in- 
torno al DNA da un altro complesso di sei proteine, chia- 
mato ORC (complesso di riconoscimento dell’origine) 
(Figura 25.19). EORC ha cinque domini AAA+ ATPasici 


Sito di origine del DNA 


ATP \ CDC6 


CDTI 


( ADP 


Figura 25.19 Costruzione del complesso pre-replicativo a 
livello di un'origine di replicazione eucariotica. Il sito di inizio 
(origine) si lega alla ORC, alla CDC6 e alla CDT1. Queste proteine, 
molte delle quali sono AAA + ATPasi, promuovono il caricamento 
dell'elicasi replicativa, MCM2-7, in una reazione che è analoga al 
caricamento dell'elicasi batterica DnaB da parte della proteina DnaC. 
Il caricamento dell'elicasi MCM intorno al DNA forma il complesso 
pre-replicativo, o pre-RC, ed è la tappa fondamentale del processo di 
inizio della replicazione. 
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nelle sue subunità ed è funzionalmente analogo alla DnaA 
batterica. Anche altre due proteine, la CDC6 (cell division 
cycle 6) e CDT1 (CDCI10 dependent transcript 1), sono ne- 
cessarie per formare il complesso MCM2-7; la CDC6 del 
lievito è un’altra AAA + ATPasi. 

La replicazione richiede la sintesi e l’attività dei com- 
plessi ciclina-CDK della fase S (come il complesso ciclina 
E-CDK2; vedi la Figura 12.46) e CDC7-DBFA4. Entrambi i 
complessi concorrono ad attivare la replicazione, legan- 
dosi e fosforilando alcune proteine del pre-RC. Una volta 
iniziata la replicazione, altre cicline e CDK inibiscono in- 
vece la formazione di più complessi pre-RC. Per esempio, 
quando i livelli di ciclina E diminuiscono durante la fase 
S, la CDR2 si lega alla ciclina A, inibendo la CDK2 e impe- 
dendo la formazione di altri complessi pre-RC. 

La velocità di spostamento della forcella di replicazione 
negli eucarioti (circa 50 nucleotidi/s) è solo un ventesimo 
di quella osservata in E. coli. A questa velocità, la replica- 
zione di un cromosoma umano medio che procedesse da 
un'unica origine impiegherebbe più di 500 ore. In realtà la 
replicazione dei cromosomi umani procede bidirezional- 
mente a partire da origini multiple che distano tra loro da 
30 000 a 300 000 coppie di basi. Poiché i cromosomi euca- 
riotici sono molto più grandi di quelli batterici, la presenza 
di molte origini della replicazione lungo ogni cromosoma 
eucariotico è probabilmente una regola generale. 

Analogamente ai batteri, le cellule eucariotiche possie- 
dono vari tipi di DNA polimerasi; alcune svolgono funzio- 
ni peculiari, come la replicazione del DNA mitocondria- 
le. La replicazione dei cromosomi nucleari è effettuata da 
un enzima chiamato DNA polimerasi a, in associazione a 
un’altra polimerasi, chiamata DNA polimerasi è. La DNA 
polimerasi a è un enzima multimerico con struttura e 
proprietà simili in tutte le cellule eucariotiche. Una del- 
le subunità ha attività primasica; la subunità maggiore 
(M, -180 000) ha attività polimerasica. Tuttavia, questa 
polimerasi non può compiere l’attività 3'+5' esonuclea- 
sica di proofreading ed è quindi poco adatta per la repli- 
cazione ad alta fedeltà del DNA. Si pensa che la DNA po- 
limerasi a funzioni solo nella sintesi di corti primer (con- 
tenenti RNA o DNA) necessari alla formazione dei fram- 
menti di Okazaki sulla catena lenta. Questi primer vengo- 
no in seguito estesi dalla DNA polimerasi è. Questo enzi- 
ma è associato a una proteina chiamata antigene nucleare 
della cellula proliferante (proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA; M, 29 000), che si trova in grandi quantità nei nu- 
clei delle cellule in proliferazione. La struttura tridimen- 
sionale della proteina PCNA è molto simile a quella della 
subunità B della DNA polimerasi III di E. coli (vedi la Figu- 
ra 25.9b), sebbene non sia evidente una omologia nella se- 
quenza amminoacidica; anche le funzioni sono analoghe, 
dato che si forma una sorta di pinza circolare che aumenta 
notevolmente la processività della polimerasi. La DNA po- 
limerasi è, che ha un’attività esonucleasica 3'+5' di proof- 
reading, è probabilmente responsabile della sintesi della 
catena veloce e della catena lenta; infatti agisce sotto for- 
ma di un complesso analogo a quello della DNA polime- 
rasi III dimerica dei batteri. 

In alcune situazioni, come la riparazione del DNA, 
un’altra polimerasi, la DNA polimerasi e, può prende- 
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re il posto della DNA polimerasi è. La DNA polimerasi € 
potrebbe agire a livello della forcella di replicazione svol- 
gendo una funzione simile a quella della DNA polimerasi 
I batterica, rimuovendo i primer dei frammenti di Okaza- 
ki dalla catena lenta. 

Altri due complessi proteici, chiamati RPA (replication 
protein A) e RFC (replication factor C), intervengono nel- 
la replicazione del DNA eucariotico. ERPA è una protei- 
na che lega il DNA eucariotico a singola elica e la sua fun- 
zione è equivalente a quella delle proteine SSB di E. coli. 
EREC è un caricatore della pinza per PCNA, e quindi faci- 
lita l'assemblaggio di complessi di replicazione attivi. Le 
subunità del complesso RFC hanno analogie di sequenza 
significative con le subunità del complesso caricatore del- 
la pinza scorrevole (y) dei batteri. 

La terminazione della replicazione dei cromosomi li- 
neari eucariotici comporta la sintesi di speciali strutture, 
dette telomeri, all'estremità di ciascun cromosoma, come 
verrà discusso nel capitolo successivo. 


e LeDNA polimerasi virali fungono da bersagli 
per la terapia antivirale 


Molti virus a DNA codificano le proprie DNA po- 
limerasi e alcune di queste sono diventate bersa- 
gli di farmaci. Per esempio, la DNA polimerasi 
del virus dell’herpes simplex è inibita dall’aciclovir, un 
composto sviluppato da Gertrude Elion e George Hitchings 
(pagina 943). 
laciclovir è costituito da guanina legata a un anello di 
ribosio incompleto. 


Aciclovir 


Questo composto viene fosforilato da una timidina chinasi 
codificata dal virus; l’aciclovir si lega all’enzima virale con 
un’affinità 200 volte maggiore di quella che presenta nei 
confronti della timidina chinasi cellulare. Questo assicura 
che la fosforilazione avvenga principalmente nelle cellu- 
le infettate dal virus. Le chinasi cellulari convertono il ri- 
sultante aciclo-GMP in aciclo-GTP, un inibitore, ma anche 
un substrato, della DNA polimerasi; l’aciclo-GTP inibisce 
più efficacemente la DNA polimerasi del virus dell’herpes 
rispetto alla DNA polimerasi della cellula. Essendo privo 
dell’ossidrile 3’, una volta incorporato nel DNA, l’aciclo- 
GTP agisce da terminatore della catena. Così la replicazio- 
ne virale viene inibita a diversi livelli. O 


SOMMARIO 25.1 
Replicazione del DNA 

e La replicazione del DNA avviene con fedeltà molto alta 
e in un momento preciso del ciclo cellulare. La repli- 
cazione è semiconservativa, ogni filamento agisce da 
stampo per un nuovo filamento figlio. È suddivisa in 
tre fasi: inizio, allungamento e terminazione. Nei bat- 
teri la reazione inizia in un singolo sito di origine e nor- 
malmente procede in entrambe le direzioni. 
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e IL DNA è sintetizzato nella direzione 5'+3' dalla DNA 
polimerasi. In corrispondenza della forcella di repli- 
cazione la catena veloce è sintetizzata continuamente 
nella stessa direzione del movimento della forcella di 
replicazione; la catena lenta è sintetizzata in maniera 
discontinua sotto forma di frammenti di Okazaki che 
poi successivamente vengono legati tra loro. 

e La fedeltà della replicazione del DNA è mantenuta: 
(1) dalla selezione delle basi da parte della polimerasi; 
(2) da un’attività esonucleasica 3'+5' di proofreading, 
che è comune alla maggior parte delle DNA polime- 
rasi; (3) da specifici sistemi di riparazione degli errori 
della replicazione. 

e La maggior parte delle cellule possiede diverse DNA 
polimerasi. In E. coli, la DNA polimerasi III è il princi- 
pale enzima della replicazione. La DNA polimerasi I è 
responsabile di speciali funzioni durante la replicazio- 
ne, la ricombinazione e la riparazione. 

e Le diverse e distinte fasi di inizio, allungamento e ter- 
minazione della replicazione del DNA comportano l’in- 
tervento di una serie di enzimi e di fattori proteici, molti 
dei quali appartenenti alla famiglia delle AAA+ ATPasi. 

e La principale DNA polimerasi replicativa degli euca- 
rioti è la DNA polimerasi è. La DNA polimerasi a serve 
per sintetizzare i primer. La DNA polimerasi e serve 
alla riparazione del DNA. 


Riparazione del DNA 


La maggior parte delle cellule ha soltanto uno o due corre- 
di di DNA genomico. Le molecole proteiche e di RNA dan- 
neggiate possono essere rimpiazzate rapidamente, utiliz- 
zando l’informazione contenuta nel DNA, mentre le mo- 
lecole di DNA non sono sostituibili. Mantenere l'integrità 
dell’informazione contenuta nel DNA è pertanto un im- 
perativo per la cellula; ogni cellula preserva l’informazio- 
ne del DNA mediante un insieme di sistemi di riparazione 
del DNA. Il DNA può essere danneggiato per varie cause, 
alcune spontanee, altre determinate da fattori ambienta- 
li (Capitolo 8). La replicazione in se stessa può occasional- 
mente danneggiare l’informazione nel DNA quando erro- 
ri nella replicazione generano appaiamenti sbagliati tra le 
basi (per esempio, G appaiata con T). 

La chimica del danneggiamento del DNA è varia e com- 
plessa. Non rappresenta una sorpresa il fatto che la rispo- 
sta cellulare al danno comprenda un’ampia varietà di si- 
stemi enzimatici che catalizzano alcune delle più interes- 
santi trasformazioni chimiche riguardanti il metabolismo 
del DNA. Esamineremo per prima cosa gli effetti delle al- 
terazioni della sequenza del DNA e parleremo in seguito 
degli specifici sistemi di riparazione. 


e Lemutazioni sono correlate al cancro 
Il modo migliore per illustrare l’importanza del- 
la riparazione del DNA è quello di considerare gli 
effetti di un danneggiamento del DNA che non 
viene riparato (una lesione). La modificazione più grave è 
un cambiamento nella sequenza di basi del DNA, che, se 
replicato e trasmesso alle future generazioni cellulari, di- 
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venta permanente. Questi cambiamenti permanenti nella 
sequenza nucleotidica del DNA sono chiamati mutazioni. 
Le mutazioni possono variare dalla sostituzione di una 
coppia di basi con un’altra (mutazione per sostituzione) 
all'aggiunta o alla rimozione di una o più coppie di basi 
(mutazioni per inserzione o per delezione). Se la mutazio- 
ne interessa DNA non essenziale o se ha un effetto trascu- 
rabile sulla funzione di un gene, è chiamata mutazione 
silente. Raramente una mutazione silente conferisce van- 
taggi biologici. Molte mutazioni non silenti sono invece 
neutre o deleterie. 

Nei mammiferi esiste una forte correlazione tra l’ac- 
cumulo di mutazioni e il cancro. Un semplice test messo a 
punto da Bruce Ames misura la capacità di un dato com- 
posto chimico di promuovere certe mutazioni facilmente 
determinabili in un ceppo batterico specializzato (Figura 
25.20). Solo un numero esiguo di composti chimici in cui 
ci possiamo imbattere quotidianamente risulta mutage- 


Figura 25.20 Il test di Ames per gli agenti cancerogeni, basato 
sulla loro mutagenicità. Cellule di Salmonella typhimurium con una 
mutazione che inattiva un enzima della via biosintetica dell'istidina 
vengono poste su piastre contenenti un terreno privo di istidina. 
Crescono poche cellule. (a) Le poche colonie di S. typhimurium che 
riescono a crescere in assenza di istidina sono il risultato di una 
mutazione spontanea che ripristina la via di sintesi dell'istidina. A 
ciascuna delle tre piastre (b), (c) e (d), identiche per il contenuto 

di nutriente e inoculate con lo stesso numero di cellule, è stato 
aggiunto un disco di carta da filtro contenente concentrazioni 
progressivamente più basse di un mutageno. Il mutageno fa 
aumentare molto la frequenza di retromutazione e pertanto fa 
aumentare il numero delle colonie. Nell'area chiara attorno alla 
carta da filtro la concentrazione di mutageno è così alta da essere 
letale per le cellule. Quando il mutageno diffonde all'esterno, 
allontanandosi dalla carta da filtro, si diluisce in concentrazioni non 
letali che favoriscono la retromutazione. | mutageni vengono valutati 
in base all'aumento della frequenza di mutazioni che producono. 
Poiché molti composti subiscono modificazioni chimiche quando 
penetrano in una cellula, le sostanze vengono talvolta testate per la 
loro mutagenicità dopo essere state incubate con estratti di fegato. 
Numerosi composti rivelano la loro mutagenicità solo dopo questo 
trattamento. 
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no in questo test; più del 90% dei composti noti per essere 
cancerogeni in prove su animali è risultato mutageno an- 
che nel test di Ames. A causa dell'importante correlazione 
tra mutagenesi e cancerogenesi, il test di Ames è ampia- 
mente usato come rapido ed economico sistema di valu- 
tazione delle potenziali sostanze cancerogene nell’uomo. 

II genoma di una tipica cellula di mammifero accumula 
molte migliaia di lesioni nell’arco di 24 ore. Tuttavia, gra- 
zie alla riparazione del DNA, meno di una lesione su 1000 
diventa una mutazione. Il DNA è una molecola relativa- 
mente stabile; tuttavia, senza i sistemi di riparazione, gli 
effetti cumulativi di molte reazioni infrequenti ma danno- 
se renderebbero la sopravvivenza impossibile. O 


e Tutte le cellule possiedono sistemi multipli 
di riparazione del DNA 

Il numero e la varietà dei sistemi di riparazione rifletto- 
no l’importanza della riparazione del DNA per la soprav- 
vivenza della cellula e le molte cause che possono deter- 
minare il danneggiamento del DNA (Tabella 25.5). Alcu- 
ni tipi comuni di lesioni, come i dimeri di pirimidine (vedi 
la Figura 8.31), possono essere riparati da numerosi siste- 
mi diversi. Inoltre, molti sistemi di riparazione del DNA 
sembrano essere eccezionalmente inefficienti dal punto 
di vista energetico: si tratta di un’eccezione, se si conside- 
ra che nella grande maggioranza delle vie metaboliche in 
cui l’ATP interviene esso è utilizzato in modo ottimale. Ma 


BM Tabella 25.5 Tipi di sistemi di riparazione del DNA in E. coli 
Enzimi/proteine Tipo di danno 

Riparazione degli errori di appaiamento 

Dam metilasi 

Proteine MutH, MutL, MutS 

DNA elicasi II 

SSB 

DNA polimerasi III 

i Errori di appaiamento 

Esonucleasi VII 


Rec] nucleasi 


Esonucleasi X 


DNA ligasi 
Riparazione per escissione di basi 
DNA glicosilasi 
; Basi anomale (uracile, 
Endonucleasi AP ipoxantina, xantina); basi 
DNA polimerasi I alchilate; dimeri di pirimidina in 
altri organismi 
DNA ligasi 


Riparazione per escissione di nucleotidi 

Nucleasi di escissione ABC sui 

Lesioni del DNA che causano 
notevoli danni strutturali (per 
esempio, dimeri di pirimidina) 


DNA polimerasi I 
DNA ligasi 


Riparazione diretta 


DNA fotoliasi Dimeri di pirimidina 
06-Metilguanina-DNA O°-Metilguanina 
metiltrasferasi 

Proteina AlkB 1-Metilguanina, 3-metilcitosina 
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quando è in gioco l’integrità dell’informazione genetica, la 
quantità di energia chimica investita nel processo di ripa- 
razione sembra essere irrilevante. 

La riparazione del DNA è possibile essenzialmente 
perché la molecola del DNA è formata da due catene com- 
plementari. Il DNA danneggiato in una catena può esse- 
re rimosso e accuratamente rimpiazzato, utilizzando la 
catena complementare non danneggiata come stampo. 
Prenderemo ora in considerazione i principali sistemi di 
riparazione, iniziando da quelli che correggono i rari er- 
rori di appaiamento dei nucleotidi che vengono commes- 
si durante la replicazione. 


Riparazione degli errori di appaiamento di basi La 
correzione dei rari errori di appaiamento rimasti dopo la 
replicazione in E. coli migliora la precisione complessiva 
del processo replicativo di un fattore che va da 10° a 10°. 
Gli errori di appaiamento vengono corretti quasi sempre 
in base all'informazione contenuta nella catena stampo, 
per cui il sistema deve in qualche modo saper distingue- 
re tra lo stampo e la catena neosintetizzata. La cellula ef- 
fettua questa distinzione marcando il vecchio DNA (stam- 
po) con gruppi metilici, in modo da distinguerlo da quello 
appena sintetizzato. Il sistema di riparazione degli appaia- 
menti sbagliati di E. coli comprende almeno 12 proteine 
(Tabella 25.5) che partecipano alla differenziazione delle 
catene o al processo di riparazione stesso. 

Il meccanismo di discriminazione non è stato indivi- 
duato nella maggioranza dei batteri e degli eucarioti, ma è 
ben conosciuto quello che agisce in E. coli e in alcuni bat- 
teri strettamente correlati. Nel caso di questi batteri la di- 
scriminazione delle catene si basa sull’azione di un enzima 
chiamato Dam metilasi, che metila il DNA nella posizione 
N° di tutte le adenine presenti nelle sequenze (5')GATC. 
Immediatamente dopo il passaggio della forcella di repli- 
cazione vi è un breve intervallo (pochi secondi o minuti) 
durante il quale la catena stampo è metilata, ma la catena 
neosintetizzata non lo è ancora (Figura 25.21). La mancata 
metilazione transitoria delle sequenze GATC nella catena 
neosintetizzata permette la discriminazione delle catene. 
Gli errori di appaiamento vicini alle sequenze GATC semi- 
metilate vengono allora riparati in base all'informazione 
contenuta nella catena parentale metilata (stampo). Test 
in vitro dimostrano che se in una sequenza GATC entram- 
be le catene sono metilate, si ha una riparazione non effi- 
cace; se nessuna delle due catene è metilata, la riparazio- 
ne avviene, ma non favorisce nessuna delle due catene in 
particolare. Questo sistema di riparazione degli errori di 
appaiamento diretto dai gruppi metilici corregge con pre- 
cisione errori che distano fino a 1000 coppie di basi da una 
sequenza GATC semimetilata. 

Come viene diretto un processo di correzione degli er- 
rori da parte di sequenze GATC relativamente distanti? 
Un meccanismo è illustrato nella Figura 25.22. La protei- 
na MutL forma un complesso con la proteina MutS e si le- 
ga a tutte le sequenze di basi non correttamente appaia- 
te (eccetto C—C). La proteina MutH si lega a MutL e alle 
sequenze GATC incontrate dal complesso MutL-MutS. Il 
DNA su entrambi i lati dell'errore di appaiamento viene 
modificato dal complesso MutL-MutS, creando un’ansa 
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CH; 
GA TC 
Sao II NOI (EE INI CONO RIE REY NE GO VENI Roi pa Un nic 
PARO I VT n TV i N i Ma Mao 
s CT À G i 
CH; 
replicazione 
CHy 
GA TC 
5! 
3 CTAG 3! 
i 5' 
GA TC 
5 
3! 
CT À G 
CH; 
Per un breve periodo 
subito dopo la replicazione, 
la catena stampo viene 
metilata mentre la catena 
neosintetizzata non lo è. 
CH; 
GA TC 
3 ITTTTTTTTTIIIII 3 
î CTAG Ù 
DNA emimetilato 
GA TC 
5' 3° 
rl QQLAIAAIAAAAAAAAA dr 
3 5 
CTAG 
CH3 


Dopo pochi minuti 
anche la nuova catena 
viene metilata, 
rendendo le due catene 
non più distinguibili. 


Dam metilasi 


Figura 25.21 Metilazione e riparazione degli errori di 
appaiamento di basi. La metilazione delle catene di DNA può servire 
a distinguere nel DNA di E. coli le catene parentali (stampo) dalle 
catene neosintetizzate, funzione di importanza fondamentale per la 
riparazione degli errori di appaiamento di basi (vedi la Figura 25.22). 
La metilazione avviene in corrispondenza dell’N° delle adenine nelle 
sequenze (5’)GATC. Tale sequenza è un palindromo (vedi la Figura 
8.18) e pertanto è presente con opposto orientamento in entrambe 
le catene. 
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Basi non correttamente  CTAG 7,° 
appaiate % di 


MutS 
MutL 
ADP + P; 
CH3 "== CH3 
Complesso 
MutL-MutS 
ATP MutH 
ADP + Pi 
CH3 CHy 
MutH 
MutH scinde la catena 
non metilata 
CHy CHy 


e t-———r__ 


Figura 25.22 Un modello delle prime tappe della riparazione 
degli errori di appaiamento diretta dai gruppi metilici. Le 
proteine coinvolte in questo processo in E. coli sono state purificate e 
caratterizzate (vedi la Tabella 25.5). Il riconoscimento della sequenza 
(5’)GATC e dell'appaiamento sbagliato sono funzioni specializzate 
rispettivamente delle proteine MutH e MutS. La proteina MutL forma 
un complesso con MutS in corrispondenza dell'errore. Il DNA penetra 
in questo complesso, che si muove simultaneamente nelle due 
direzioni lungo la doppia elica, fino a che non incontra la proteina 
MutH in prossimità di una sequenza GATC emimetilata. La proteina 
MutH scinde la catena non metilata dalla parte 5'della G di questa 
sequenza. L'azione combinata della DNA elicasi Il e di una delle 
diverse esonucleasi rimuove poi la catena della DNA non metilata tra 
il sito di scissione e un punto appena oltre l'errore di appaiamento 
(vedi la Figura 25.23). 


di DNA; il movimento simultaneo di entrambi i filamenti 
dell’anello attraverso il complesso equivale al movimento 
del complesso sul DNA in entrambe le direzioni. La pro- 
teina MutH ha un'attività endonucleasica sito-specifica, 
ma è inattiva fino a quando il complesso non incontra una 
sequenza GATC semimetilata. A questo punto MutH ta- 
glia la catena non metilata a livello del 5’ della G della se- 
quenza GATC, contraddistinguendo in tal modo la catena 
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MutL-MutS 
DNA elicasi II 
esonucleasi VII 


oppure 
nucleasi RecJ 


u_u nn 


DNA polimerasi III 
SSB 


n  ___—__ HH 


Figura 25.23 Ultime fasi della riparazione degli errori di 
appaiamento diretta dai gruppi metilici. L'azione combinata di 
DNA elicasi II, SSB e di una delle quattro diverse esonucleasi rimuove 
un segmento della nuova catena tra il punto del taglio operato 

da MutH e un punto situato subito dopo l'errore di appaiamento. 


da riparare. I successivi passaggi del processo dipendono 
dalla posizione dell’appaiamento sbagliato rispetto a tale 
sito di taglio (Figura 25.23). 

Quando l'errore è dal lato 5’ rispetto al sito di taglio (Fi- 
gura 25.23, parte destra), la catena non metilata viene di- 
savvolta e degradata in direzione 3'+5' a partire dal sito di 
scissione verso il punto di appaiamento sbagliato e il seg- 
mento viene rimpiazzato con nuovo DNA. Questo proces- 
so richiede l’azione combinata di DNA elicasi II (chiama- 
ta anche elicasi UvrD), SSB, esonucleasi I o esonucleasi X 
(entrambe degradano le catene del DNA nella direzione 
3'-5'), DNA polimerasi III e DNA ligasi. Il processo di ri- 
parazione degli errori di appaiamento dal lato 3' del sito di 
taglio è simile (Figura 25.23, parte sinistra), a eccezione del 
fatto che l’esonucleasi viene rimpiazzata dall’esonucleasi 
(che degrada il DNA a singola elica nella direzione 5'+3' o 
nella direzione 3'+5') o dalla nucleasi Rec] (un’esonuclea- 
si che degrada il DNA a singola elica nella direzione 5'—3'). 

La riparazione degli errori di appaiamento di basi è un 
processo particolarmente dispendioso per i batteri, dato il 
notevole consumo energetico. Eerrore può essere localiz- 
zato a più di 1000 bp di distanza da una sequenza GATC. 
La degradazione con relativa sostituzione di un segmento 
di catena di queste dimensioni richiede un enorme investi- 
mento di deossinucleotidi attivati per riparare un unico er- 
rore. Ciò sottolinea ancora una volta l’importanza dell’in- 
tegrità del genoma per la cellula. 

Tutte le cellule eucariotiche possiedono proteine strut- 
turalmente e funzionalmente analoghe alle proteine bat- 


ATP MutL-MutS 
DNA elicasi II 
esonucleasi I 
ADP+P; oppure 
esonucleasi X 


DNA polimerasi III 
SSB 


CHy CH3 
cn i ee ci 


L'esonucleasi che viene utilizzata dipende dalla localizzazione del 
taglio rispetto all'errore, come mostrato nella via alternativa. Lo 
spazio vuoto risultante viene riempito (linea tratteggiata) dalla DNA 
polimerasi III, e l'interruzione viene saldata dalla DNA ligasi (non 
mostrata). 


teriche MutS e MutL (ma non MutH). Alterazioni nei geni 
umani che codificano proteine di questo tipo producono al- 
cune delle più comuni sindromi ereditarie di suscettibilità 
ai tumori (Box 25.1, pagina 1060), a ulteriore dimostrazio- 
ne dell'importanza dei sistemi di riparazione del DNA per 
l'organismo. Tutti gli omologhi di MutS nella maggior par- 
te degli eucarioti, dal lievito all'uomo, sono MSH2 (omo- 
logo 2 di MutS), MSH3 e MSHC6. Gli eterodimeri di MSH2 
e MSH6 normalmente si legano a un errore di una singola 
base, ma riconoscono meno bene le anse leggermente più 
lunghe generate da un errato appaiamento. In molti orga- 
nismi gli appaiamenti sbagliati più lunghi (da 2 a 6 cop- 
pie di basi) possono invece essere legati da eterodimeri di 
MSH2 e MSH3, oppure da entrambi i tipi di eterodimeri in 
fila. Gli omologhi di MUTL, principalmente un eterodime- 
ro di MLH1 (MutL homolog 1) e PMSI1 (post-meiotic segrega- 
tion) si legano ai complessi MSH e li stabilizzano. Molti det- 
tagli sugli eventi successivi della riparazione degli errori di 
appaiamento del DNA negli eucarioti non sono ancora del 
tutto chiari. In particolare non conosciamo il meccanismo 
con cui vengono identificate le catene di DNA neosinte- 
tizzate, in quanto la ricerca ha rivelato che l’identificazio- 
ne di questo filamento non coinvolge le sequenze GATC. 


Riparazione per escissione di basi Ogni cellula possie- 
de una classe di enzimi, chiamati DNA glicosilasi, che ri- 
conoscono lesioni particolarmente comuni (come i pro- 
dotti di deamminazione di citosina e adenina; vedi la Fi- 
gura 8.30a) e rimuovono la base alterata scindendo il le- 
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game N-glicosilico. Ciò crea un sito apurinico o apirimidi- 
nico nel DNA, che viene comunemente chiamato sito AP 
o abasico. Ciascuna DNA glicosilasi è generalmente spe- 
cifica per un tipo di lesione. 

Un esempio comune a molte cellule è l’uracil DNA gli- 
cosilasi, che rimuove dal DNA l’uracile che si forma dal- 
la deamminazione spontanea della citosina. Nelle cellu- 
le mutate che sono prive di questo enzima vi è un’elevata 
percentuale di mutazioni, dove al posto di G=C troviamo 
A="T. Questa glicosilasi non rimuove l’uracile dall’RNA, e 
neppure i residui di timina dal DNA. La capacità di distin- 
guere la timina dal prodotto di deamminazione della ci- 
tosina, l’uracile, necessaria per questo meccanismo di ri- 
parazione, suggerisce una spiegazione al fatto che il DNA 
contenga timina invece di uracile (pagina 309). 

I batteri normalmente hanno solo un tipo di uracil DNA 
glicosilasi, mentre l’uomo ne possiede almeno quattro tipi 
con specificità diversa, un’indicazione dell’importanza del- 
la rimozione dell’uracile dal DNA. La più abbondante uracil 
glicosilasi umana, l’UNG, è associata al replisoma umano, 
dove rimuove gli occasionali residui di U inseriti al posto di 
una T durante la replicazione. La deamminazione dei resi- 
dui C è 100 volte più rapida nel DNA a catena singola che nel 
DNA a doppia catena; l’uomo possiede l'enzima hSMUGI1, 
che rimuove tutti i residui U presenti in un DNA a catena 
singola durante la replicazione o la trascrizione. Altre due 
DNA glicosilasi umane, TDG e MBDA, rimuovono residui 
U e T appaiati a G generati dalla deamminazione rispetti- 
vamente della citosina o della 5-metilcitosina. 

Altre DNA glicosilasi riconoscono e rimuovono varie ba- 
si danneggiate, tra cui la formamidopirimidina e 1’8-idrossi- 
guanina (che derivano dall’ossidazione delle purine), l’ipo- 
xantina (che deriva dalla deamminazione dell’adenina) ed 
eventuali basi alchilate come la 3-metiladenina e la 7-me- 
tilguanina. Sono state identificate glicosilasi che ricono- 
scono altre lesioni, come i dimeri di pirimidina. Si ricordi 
che i siti AP si formano anche dalla lenta, spontanea idro- 
lisi dei legami N-glicosilici del DNA (vedi la Figura 8.30b). 

Una volta che il sito AP è stato generato da una DNA 
glicosilasi, un altro gruppo di enzimi deve ripararlo. La ri- 
parazione non avviene semplicemente con l’inserzione di 
una nuova base e con la riformazione di un legame N-gli- 
cosilico, ma il deossiribosio 5'-fosfato rimasto nel sito de- 
ve essere rimosso e sostituito con un nuovo nucleotide. 
Questo processo viene avviato da enzimi chiamati endo- 
nucleasi AP, che scindono la catena del DNA contenen- 
te il sito AP La posizione del taglio rispetto al sito AP (5' 
o 3‘) varia a seconda del tipo di endonucleasi AP. Un seg- 


Figura 25.24 Riparazione del DNA per escissione di basi. 


© La DNA glicosilasi riconosce una base danneggiata (in questo caso un 


uracile) ed effettua un taglio tra la base e il deossiribosio dello scheletro 
covalente. @ Un'endonucleasi AP rompe un legame fosfodiestere 
dello scheletro accanto al sito AP. © La DNA polimerasi | comincia la 
riparazione partendo dal gruppo 3'-OH libero in corrispondenza del 
taglio, rimuovendo una porzione della catena danneggiata (attraverso 
la sua attività esonucleasica 5'—3/) e sostituendola con DNA non 
danneggiato. © L'interruzione che resta dopo la dissociazione della 
DNA polimerasi | viene riparata dalla DNA ligasi. 
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mento di DNA che contiene il sito AP viene in seguito ri- 
mosso, il DNA viene sostituito dalla DNA polimerasi I e 
l'interruzione rimasta viene ricucita dalla DNA ligasi (Fi- 
gura 25.24). Negli eucarioti la sostituzione del nucleotide 
è catalizzata da polimerasi specializzate, che saranno de- 
scritte in seguito. 


DNA glicosilasi 1) 
(uracil glicosilasi) 


DIA pelati Deossiribosio fosfato + ANMP 
Nuovo 
frammento Interruzione 
di DNA \ 
TTT-TrT_T-—__—_à 
P _ DR 
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Riparazione per escissione di nucleotidi Le lesioni del 
DNA che causano gravi distorsioni nella struttura a dop- 
pia elica vengono generalmente riparate con il sistema del- 
la escissione di nucleotidi, un meccanismo di riparazione 
cruciale negli organismi viventi. Nella riparazione per escis- 
sione di nucleotidi (Figura 25.25), un enzima multimerico 
(nucleasi di escissione) idrolizza i due legami fosfodiestere 
su ciascun lato della lesione. Nell’Escherichia coli e in altri 
procarioti il sistema enzimatico idrolizza il quinto legame 
fosfodiestere nella direzione 3’ e l'ottavo nella direzione 5’, 
generando un frammento di 12 o 13 nucleotidi (a seconda 
se la lesione coinvolge una o due basi). Nell'uomo e negli al- 
tri eucarioti l’enzima idrolizza il sesto legame fosfodiestere 
nella direzione 3' e il ventiduesimo nella direzione 5', ge- 
nerando un frammento di 27-29 nucleotidi. Subito dopo la 
doppia incisione gli oligonucleotidi escissi vengono rilasciati 
e il frammento mancante viene sintetizzato dalla DNA poli- 
merasi I nell’E. coli e dalla DNA polimerasi e nell'uomo. Lin- 
terruzione viene poi eliminata dalla DNA ligasi. 

Nell’E. coli il complesso enzimatico chiave è la nu- 
cleasi di escissione ABC, costituita da tre subunità: UvrA 
(M, 104 000), UvrB (M, 78 000) e UvrC (M, 68 000). Il ter- 
mine “nucleasi di escissione” è utilizzato per descrivere la 


Lesione del DNA 


nucleasi 
di escissione 
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caratteristica capacità di questo complesso enzimatico di 
catalizzare due specifici tagli endonucleolitici, a differen- 
za di tutte le endonucleasi standard. Un complesso delle 
proteine UvrA e UvrB (A-B) scansiona il DNA e si lega al- 
la zona lesionata. Il dimero di UvrA si dissocia, lasciando 
UvrB legata al DNA. Quindi UvrC si associa a UvrB, che 
produce la rottura del quinto legame fosfodiestere nella 
direzione 3' rispetto alla lesione. A questo segue la rottu- 
ra, sempre mediata da UvrC, sull’ottavo legame fosfodie- 
stere nella direzione 5’. Il frammento risultante di 12 o 13 
nucleotidi viene rimosso dall’elicasi UvrD. L’interruzio- 
ne creatasi viene riempita dalla DNA polimerasi I e unita 
dalla ligasi. Questo meccanismo (Figura 25.25, a sinistra) 
è il principale sistema di riparazione di vari tipi di lesione, 
tra cui i dimeri di ciclobutano-pirimidina, i fotoprodotti 
con legami 6-4 (vedi la Figura 8.31) e altri tipi di basi mo- 
dificate, come la benzo|a]pirene-guanina che si forma nel 
DNA in seguito all'esposizione al fumo di sigaretta. D’atti- 
vità nucleolitica della nucleasi di escissione ABC è unica 
nel suo genere in quanto produce contemporaneamente 
due tagli nel DNA. 

Il meccanismo delle nucleasi di escissione degli eu- 
carioti è molto simile a quello dei corrispondenti enzimi 
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Figura 25.25 Meccanismo della riparazione per escissione 

di nucleotidi in E. coli e nell'uomo. Il Meccanismo generale 

della riparazione per escissione di nucleotidi è simile in tutti gli 
organismi viventi. © Una nucleasi di escissione si lega al DNA sul sito 
corrispondente a una grande lesione e taglia l'elica su entrambi i lati 


della lesione. @ Il frammento di DNA di 13 nucleotidi (13 residui) 
o 29 nucleotidi (29 residui) viene rimosso con l'aiuto di un'elicasi. 
© Il segmento mancante viene sostituito dalla DNA polimerasi 

e © l'interruzione restante viene saldata dalla DNA ligasi. 
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batterici, sebbene per effettuare la doppia rottura siano 
necessarie 16 subunità polipeptidiche del tutto diverse da 
quelle dell’E. coli. Come vedremo nel Capitolo 26, alcuni 
dei meccanismi di riparazione per escissione di nucleotidi 
e per escissione di basi negli eucarioti sono strettamente 
collegati alla trascrizione. Un difetto genetico del mecca- 
nismo di riparazione per escissione ha come conseguenza 
la comparsa di gravi malattie nell'uomo (vedi il Box 25.1). 


Riparazione diretta Vari tipi di danno vengono ripara- 
ti senza la rimozione di una base o di un nucleotide. L’e- 
sempio meglio caratterizzato è la fotoriattivazione dei di- 
meri di ciclobutano-pirimidina, reazione promossa dalle 
DNA fotoliasi. I dimeri di pirimidina si formano da una 
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reazione indotta dalla luce ultravioletta e le fotoliasi uti- 
lizzano l'energia derivata dalla luce assorbita per ripa- 
rare questo danno (Figura 25.26). Le fotoliasi contengo- 
no generalmente due cofattori che agiscono da composti 
che assorbono la luce, detti cromofori. Uno dei cromofo- 
ri è sempre il FADH,. Nell’E. coli e nel lievito l’altro cro- 
moforo è un folato. Il meccanismo di reazione compor- 
ta la generazione di radicali liberi. Le DNA fotoliasi non 
sono presenti nelle cellule dei mammiferi placentali (di 
cui fa parte l’uomo). 

Esistono altri esempi di riparazione di nucleotidi con 
danni da alchilazione. Il nucleotide modificato 0°-me- 
tilguanina si forma in presenza di agenti alchilanti ed è 
una lesione comune e altamente mutagena (pagina 312). 
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Figura 25.26 X} MECCANISMO D'AZIONE Riparazione 
dei dimeri di pirimidina per azione della fotoliasi. 
L'energia derivata dalla luce assorbita viene usata per invertire 
la direzione della fotoreazione che aveva causato la lesione. 

I due cromofori della fotoliasi di £. coli (M, 54 000), 


pe 


ta 


Pirimidine monomeriche 
nel DNA riparato 


l'N°,N'°-meteniltetraidrofolilpoliglutammato (MTHFpoliGlu) e il 
FADH,, svolgono funzioni complementari. L'MTHFpoliGlu funge da 
fotoantenna per assorbire fotoni di luce blu. L'energia di eccitazione 
passa al FADH?” e la flavina eccitata (*FADH”) dona un elettrone al 
dimero di pirimidina, conducendo al riarrangiamento mostrato. 
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Figura 25.27 Un esempio di come il danneggiamento del DNA 
possa provocare mutazioni. (a) || prodotto di metilazione 
O°-metilguanina si appaia con la timina anziché con la citosina. 

(b) Se questo danno non viene riparato, dopo la replicazione si avrà la 
mutazione di una coppia G=C in una coppia A=T. 


Questo nucleotide tende ad appaiarsi con la timina inve- 
ce che con la citosina durante la replicazione, ed è pertan- 
to responsabile delle mutazioni di G=C in A="T (Figura 
25.27). La riparazione diretta della 0°-metilguanina è ef- 
fettuata dalla 0°-metilguanina-DNA metiltrasferasi, una 
proteina che catalizza il trasferimento del gruppo meti- 
lico della 0°-metilguanina a uno specifico residuo di Cys 
sulla stessa proteina. Questa metiltrasferasi non è un en- 
zima in senso stretto, poiché il trasferimento di un unico 
metile inattiva la proteina. Il consumo di un’intera mole- 
cola proteica per correggere una singola base danneggiata 
è un altro esempio significativo dell’importanza del man- 
tenimento dell’integrità del DNA cellulare. 
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Un altro meccanismo diretto, ma molto diverso, viene 
usato per riparare l’1-metiladenina e la 3-metilcitosina. I 
gruppi amminici di A e C sono talvolta metilati quando il 
DNA è a singola catena e la metilazione modifica l’appaia- 
mento delle basi. Nell’E. coli, la demetilazione ossidativa 
di questi nucleotidi alchilati avviene per mezzo della pro- 
teina AlkB, un membro della superfamiglia della diossi- 
genasi a-chetoglutarato-Fe*-dipendente (Figura 25.28). 
(Nel Box 4.3 è descritto un altro membro di questa fami- 
glia di enzimi.) 
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(b) 


metilazione 
G C —_T__—>» CH3 = G C 


replicazione 


CHi_G]T  Gh]c 


replicazione 
Corretto 
appaiamento 
del DNA 
CH G-JT Ap-{T (noncè 


mutazione) 


e L'interazione di una forcella di replicazione con DNA 
danneggiato può portare alla sintesi di DNA a livello 

della lesione 
I meccanismi di riparazione fino a ora considerati inter- 
vengono generalmente nelle lesioni del DNA a doppia eli- 
ca, dove la catena integra fa da stampo per ripristinare la 
corretta informazione genetica sulla catena danneggiata. 
Tuttavia ci sono alcuni tipi di lesioni, come per esempio 
rotture della doppia elica, formazioni di ponti trasversali 
nella doppia elica o lesioni sulla singola elica di DNA, do- 
ve la catena complementare è danneggiata o assente. Ge- 
neralmente rotture della doppia elica o lesioni del DNA 
a singola elica si originano quando la forcella di replica- 
zione incontra una lesione del DNA non riparata (Figura 
25.29). Tali lesioni, insieme ai ponti trasversali nel DNA, 
possono anche originarsi a causa di radiazioni ionizzanti 
e di reazioni ossidative. 

Se la forcella di replicazione batterica si ferma in pre- 
senza di un danno, vi sono due vie alternative di ripara- 
zione. In assenza della catena integra che specifichi la se- 
quenza del segmento da riparare, l'informazione richie- 
sta proviene dal cromosoma omologo. Quindi il sistema 
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(05 CO, Figura 25.28 Riparazione diretta di basi alchilate da parte di AIKB. La proteina 
rn + ———’AlkBèunadiossigenasi a-chetoglutarato Fe?*-dipendente (vedi il Box 4.3). Essa 
a oa catalizza la demetilazione ossidativa di 1-metiladenina e 3-metilcitosina. 
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Figura 25.29 Il danno del DNA e il suo 

effetto sulla replicazione. Se una lesione o una 
rottura non riparata viene a trovarsi sulla forcella 
di replicazione, la replicazione generalmente si 
arresta e la forcella può collassare. Una lesione 
viene lasciata indietro in un segmento del DNA non 
replicato a catena singola; (a sinistra); una rottura 
su una catena singola diventa una rottura sulla 
doppia catena (a destra). In ogni caso, il danno 

su una catena singola non può essere riparato 

dai meccanismi descritti in precedenza perché 

la catena complementare necessaria per una 
riparazione accurata è danneggiata o assente. A 
questo punto esistono due possibili meccanismi di 
riparazione: la riparazione ricombinativa del DNA 
(una via è illustrata nella Figura 25.30) o, quando 

le lesioni sono così numerose da inibire la normale 
replicazione, la riparazione soggetta a errori. 
Quest'ultimo meccanismo di riparazione utilizza 


Riparazione Riparazione una nuova DNA polimerasi (la DNA polimerasi V, 
pine A codificata dai geni umuC e umuD), che è in grado 

Si PSE DNA di portare a termine la replicazione in presenza di 
o riparazione itipi di lesi 5 I 1 E 
soggetta numerosi tipi di lesione. Si parla in questo caso di 
a errori riparazione “soggetta a errori” poiché spesso da essa 


di riparazione prevede la ricombinazione genetica fra gli 
omologhi. Questo processo verrà considerato in dettaglio 
nella Sezione 25.3. In alcune condizioni, entra in azione 
un altro meccanismo di riparazione chiamato sintesi di 
DNA soggetta a errori a livello della lesione (abbre- 
viata con TLS). Quando questo meccanismo è attivo, la ri- 
parazione del DNA diventa significativamente meno ac- 
curata e si verifica un’elevata frequenza di mutazioni. Nei 
batteri la riparazione soggetta a errori è un sistema con cui 
la cellula risponde allo stress provocato da un intenso dan- 
neggiamento del DNA, noto come risposta SOS. Alcune 
delle proteine della risposta SOS, come le proteine UvrA 


hanno origine delle mutazioni. 


e UvrB, sono normalmente presenti nelle cellule, ma ven- 
gono significativamente indotte a livelli più alti durante il 
meccanismo di risposta SOS (Tabella 25.6). Altre protei- 
ne SOS partecipano al meccanismo di riparazione sogget- 
ta a errori e sono le proteine UmuC e UmuD (Umu deri- 
va da unmutable, “non mutabile”; l'assenza della funzione 
del gene umu rende impossibile la riparazione soggetta a 
errori). La proteina UmubD viene scissa in un processo re- 
golato da SOS, producendo una forma di UmuD più corta, 
detta UmuD', che dà luogo a un complesso con UmuC e 
con una proteina chiamata RecA (descritta nella Sezione 
25.3) creando una DNA polimerasi specializzata, la DNA 
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BM Tabella 25.6 Geni indotti come parte della risposta SOS in E. coli 


Nome del gene 


Geni con funzione nota 


© 978-88-08-26148-9 


Proteina codificata e/o ruolo nella riparazione del DNA 


polB (dinA) Codifica la subunità polimerasica della DNA polimerasi II, necessaria per la riattivazione della replicazione nella 
riparazione ricombinativa del DNA 
uvrA . î NE 
x Codificano le subunità UvrA e UvrB della nucleasi di escissione ABC 
uvr. 
umuC 
"n Codificano il nucleo e le subunità di polimerizzazione della DNA polimerasi V 
umu 
sulA Codifica una proteina che inibisce la divisione cellulare, probabilmente per permettere la riparazione del DNA 
recA Codifica la proteina RecA, necessaria per la riparazione soggetta a errori e per quella ricombinativa 
dinB Codifica la DNA polimerasi IV 
ssb Codifica la proteina che lega il DNA a catena singola (SSB) 
himA Codifica una subunità del fattore di integrazione dell’ospite (IHF), coinvolto nella ricombinazione sito-specifica, 


nella replicazione, nella trasposizione e nella regolazione dell’espressione di alcuni geni 


Geni coinvolti nel metabolismo del DNA, ma a funzione ignota nella riparazione del DNA 


uvrD 

recN 

Geni con funzione ignota 
dinD, dinF 


Nota: alcuni di questi geni e le loro funzioni saranno trattati nel Capitolo 28. 


polimerasi V (UmuD',UmuRecA), in grado di ricomincia- 
re la replicazione al di là delle lesioni che altrimenti bloc- 
cherebbero la replicazione. Poiché un preciso appaiamen- 
to di basi è spesso impossibile in corrispondenza del sito 
della lesione, questo tipo di replicazione è soggetto a errori. 


Box 25.1 MEDICINA Riparazione del DNA e cancro 


Nell'uomo si sviluppa il cancro quando alcuni geni che 
regolano la normale divisione cellulare (oncogeni e geni 
soppressori dei tumori; Capitolo 12) falliscono oppure 
sono alterati. Come conseguenza, le cellule che crescono 
senza controllo possono formare un tumore. I geni che 
controllano la divisione cellulare possono essere dan- 
neggiati da una mutazione spontanea o essere inattivati 
dall’invasione di un virus tumorale (Capitolo 26). Non 
sorprende che l’alterazione del meccanismo di ripara- 
zione dei geni comporti un aumento delle mutazioni che 
può fortemente influenzare la suscettibilità individuale 
al cancro. I difetti nei geni che codificano le proteine 
coinvolte nei diversi processi di riparazione risultano cor- 
relati all’insorgenza del cancro nell’uomo. Chiaramente 
la riparazione del DNA può essere una questione di vita 
o di morte. 

La riparazione per escissione di nucleotidi richiede un 
numero di proteine molto maggiore nell'uomo rispetto 
ai batteri, sebbene il meccanismo generale sia molto si- 
mile. Difetti genetici che inattivano la riparazione per 
escissione di nucleotidi sono stati associati a numerose 
sindromi genetiche, la più nota delle quali è lo xeroderma 
pigmentoso o XP. Poiché la riparazione per escissione 
di nucleotidi è l’unico meccanismo di riparazione per 
i dimeri di pirimidina nell'uomo, le persone affette da 
XP sono estremamente sensibili alla luce e sviluppano 
rapidamente il cancro della pelle indotto dalle radia- 


Necessario nella riparazione ricombinativa 


Codifica la DNA elicasi II (proteina che disavvolge il DNA) 


Dopo aver insistito nel sottolineare l’importanza dell’in- 
tegrità genomica in tutto questo capitolo, può sembrare in- 
coerente che esista un sistema capace di aumentare la fre- 
quenza delle mutazioni. Tuttavia, possiamo pensare che 
questa sia una strategia di salvataggio estremo. I geni umuC 


zioni solari. La maggior parte delle persone affette da 
XP presenta sindromi neurologiche, presumibilmente 
causate dalla loro incapacità di riparare le lesioni che 
si producono nei neuroni a causa dell’alta velocità del 
metabolismo ossidativo. Difetti nei geni che codificano 
uno degli almeno sette componenti proteici differenti 
del sistema di riparazione per escissione di nucleotidi 
possono avere come risultato l’XP, dando origine a uno 
dei sette diversi gruppi genetici, chiamati da XPA a XPG. 
Molte di queste proteine (in particolare XPB, XPD e XPG) 
svolgono anche ruoli nella riparazione di lesioni ossida- 
tive, tramite riparazione per escissione di basi accoppiata 
alla trascrizione, come descritto nel Capitolo 26. 

La maggioranza dei microrganismi è dotata di processi 
ridondanti per la riparazione dei dimeri di ciclobutano- 
pirimidina, facendo uso della DNA fotoliasi e talvolta 
della riparazione per escissione di basi come alternativa 
alla riparazione per escissione nucleotidica, mentre 
l’uomo e gli altri mammiferi placentali non sono in grado 
di farlo. Questa mancanza di funzione della riparazione 
per escissione nucleotidica necessaria a rimuovere i di- 
meri di pirimidina ha portato a pensare che l’evoluzione 
sia iniziata da piccoli mammiferi, animali notturni dotati 
di un manto di pelliccia, con poca necessità di riparare 
i danni da UV. 

Tuttavia, imammiferi hanno un meccanismo di elimi- 
nazione dei dimeri di ciclobutano-pirimidina che coin- 
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e umuD sono completamente indotti solo alla fine della ri- 
sposta SOS e non sono attivati per la sintesi al di là della 
lesione iniziata dalla rottura effettuata da UmuD, a meno 
che i livelli del danno al DNA siano particolarmente alti 
e tutte le forcelle di replicazione siano bloccate. Le muta- 
zioni prodotte dalla replicazione mediata dalla DNA poli- 
merasi V uccidono molte cellule e determinano mutazio- 
ni dannose in altre, ma questo è il prezzo biologico che le 
cellule pagano per superare una barriera alla replicazione 
altrimenti insuperabile; così, almeno alcune cellule, anche 
se mutate, possono sopravvivere. 

Anche un’altra polimerasi, la DNA polimerasi IV, viene 
indotta durante la risposta SOS. La replicazione da parte 
della DNA polimerasi IV, un prodotto del gene dinB, è sog- 
getta a errori. Le polimerasi batteriche IV e V fanno parte 
di una famiglia di polimerasi TLS presenti in tutti gli or- 
ganismi. Questi enzimi sono privi dell’attività esonuclea- 
sica per la correzione delle bozze e possiedono un sito at- 
tivo più aperto che accoglie i nucleotidi stampo danneg- 
giati. La fedeltà della selezione delle basi durante la repli- 
cazione viene quindi ridotta di un fattore pari a 10°, dimi- 
nuendo la fedeltà della replicazione a un errore ogni circa 
1000 nucleotidi. 

I mammiferi possiedono molte DNA polimerasi a bas- 
sa fedeltà che fanno parte della famiglia TLS. Tuttavia, la 
presenza di questi enzimi non comporta necessariamen- 
te un inaccettabile caos mutazionale, in quanto la mag- 
gior parte degli enzimi ha anche funzioni specializzate 
nella riparazione del DNA. La DNA polimerasi m (eta), 


volge la DNA polimerasi n. Questo enzima inserisce 
preferenzialmente due residui A opposti al dimero T-T 
della pirimidina, riducendo al minimo le mutazioni. Le 
persone con una condizione genetica in cui la funzione 
della DNA polimerasi n viene persa presentano una ma- 
lattia simile all’XP, conosciuta come variante XP o XP-V. 
Le manifestazioni cliniche di XP-V sono simili a quelle 
delle classiche malattie XP, nonostante i livelli di muta- 
zione siano più alti quando le cellule vengono esposte 
alla luce UV. Sembra che il sistema di riparazione per 
escissione nucleotidica lavori di concerto con la DNA 
polimerasi n nelle cellule umane normali, riparando e/o 
sostituendo i dimeri di pirimidina quando necessario a 
sostenere la crescita e il procedere della replicazione del 
DNA. L'esposizione alla luce UV introduce un pesante 
carico di dimeri di pirimidina, il che richiede che alcuni 
vengano superati dalla sintesi a livello della lesione (TLS) 
per mantenere la replicazione sui corretti binari. Quando 
viene perso un sistema, esso è parzialmente compensato 
dall’altro. La perdita dell’attività della polimerasi n porta 
al blocco delle forcelle di replicazione e al superamento 
della lesione UV mediante una diversa e più mutagenica 
polimerasi per la sintesi a livello della lesione. Spesso 
quando sono assenti altri sistemi di riparazione del DNA 
il risultante aumento delle mutazioni porta al cancro. 

Uno dei più comuni tumori ereditari è il tumore del co- 
lon non poliposo o HNPCC. Nei pazienti che soffrono di 
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per esempio, è una polimerasi TLS che si trova in tutti 
gli eucarioti. Essa promuove la sintesi attraverso una le- 
sione dovuta in particolare a dimeri ciclobutano T_T. 
Vengono prodotte poche mutazioni da questo sistema, 
in quanto l’enzima inserisce preferenzialmente due resi- 
dui A dall’altra parte dei residui T legati. Molte altre po- 
limerasi a bassa fedeltà, comprese le DNA polimerasi f, 
v (iota) e A, hanno ruoli specializzati nella riparazione per 
escissione di basi. Ognuno di questi enzimi ha un’attività 
di 5'-deossiribosio fosfato liasi in aggiunta alla sua atti- 
vità polimerasica. Dopo la rimozione di una base da par- 
te di una glicosilasi e la rottura dello scheletro a opera di 
un’endonucleasi AP, questi enzimi rimuovono il sito aba- 
sico (un 5'-deossiribosio fosfato) e riempiono la breve in- 
terruzione con la loro attività polimerasica. La frequenza 
di mutazioni dovuta all’attività della DNA polimerasi n è 
ridotta al minimo dalla breve lunghezza (spesso soltanto 
un nucleotide) del DNA sintetizzato. 

Quello che emerge dalla ricerca nei sistemi di ripara- 
zione del DNA cellulare è una fotografia del metabolismo 
del DNA che mantiene l’integrità genomica con sistemi 
multipli e spesso ridondanti. Nel genoma umano più di 
130 geni codificano proteine preposte alla riparazione del 
DNA. In molti casi, la mancanza della funzione di una di 
queste proteine ha come risultato una instabilità genomi- 
ca e una aumentata predisposizione all’oncogenesi (Box 
25.1). Questi sistemi di riparazione sono spesso integrati 
con i sistemi di replicazione del DNA e sono completati dai 
sistemi di ricombinazione, su cui ritorneremo. 


questa sindrome sembra che manchi il meccanismo di 
riparazione degli errori di appaiamento di basi. Nelle cel- 
lule dell’uomo e degli altri eucarioti sono presenti com- 
plessi proteici analoghi a MutL e MutS dei batteri (vedi 
la Figura 25.22). Difetti in almeno cinque geni diversi 
che provvedono al meccanismo di riparazione possono 
portare all’insorgenza di HNPCC. Gli errori più frequenti 
sono stati trovati nei geni hMLH1 (human MutL homolog 
1) e hMSH2 (human MutS homolog 2). Nei pazienti con 
HNPCC il cancro insorge di solito precocemente. 

La maggior parte dei tumori al seno si presenta in donne 
senza nessuna predisposizione, anche se circa il 10% 
dei casi è associato a un difetto ereditario di due geni, 
BRCA1 e BRCA2. BRCAI1 e BRCA2 sono grandi proteine 
(le BRCA1 e BRCA2 umane sono lunghe rispettivamente 
1834 e 3418 residui amminoacidici) che interagiscono 
con una grande varietà di altre proteine coinvolte nella 
trascrizione, nel mantenimento cromosomico, nella ri- 
parazione del DNA e nel controllo del ciclo cellulare. 
BRCA2 è coinvolta nella riparazione ricombinativa del 
DNA in cui entrambe le catene sono interrotte. Tuttavia, 
la funzione molecolare precisa di BRCA1 e BRCA2 in 
questi processi cellulari non è ancora chiara. 

Donne con difetti in uno dei due geni BRCA1 o BRCA2 
hanno una probabilità maggiore dell’80% di sviluppare 
il tumore al seno. 
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SOMMARIO 25.2 
Riparazione del DNA 

e Le cellule hanno molti sistemi per riparare il DNA 
danneggiato. La riparazione degli errori di appaia- 
mento delle basi in E. coli si fonda su una temporanea 
non metilazione delle sequenze (5')GATC sul fila- 
mento neosintetizzato. 

e I sistemi di riparazione per escissione di basi riconosco- 
no e riparano il danno causato dagli agenti ambientali 
(come le radiazioni e gli agenti alchilanti) e da reazioni 
spontanee che modificano i nucleotidi. Alcuni sistemi 
di riparazione riconoscono e tagliano soltanto le basi 
danneggiate o sbagliate, lasciando un sito AP (abasi- 
co) nel DNA. Questo viene riparato dall’eliminazione e 
dalla sostituzione di un segmento di DNA contenente il 
sito AP. 

e I sistemi di riparazione per escissione di nucleotidi ri- 
conoscono e rimuovono varie estese lesioni e dimeri 
di pirimidina. Essi eliminano un segmento dal DNA 
che include la lesione, lasciando un’interruzione che 
è riempita dalle attività della DNA polimerasi e della 
ligasi. 

e Alcuni danni a carico del DNA vengono riparati dalla 
inversione diretta della reazione che causa il danno; i 
dimeri di pirimidina vengono direttamente convertiti 
in pirimidine monomeriche da una fotoliasi, e il gruppo 
metilico dell’0°-metilguanina viene rimosso da una me- 
tiltrasferasi. 

e Nei batteri, la sintesi del DNA al di là della lesione sog- 
getta a errori, che coinvolge le DNA polimerasi TLS, 
avviene in risposta a un danno molto esteso del DNA. 
Negli eucarioti polimerasi simili hanno ruoli specializ- 
zati nella riparazione del DNA che riducono al minimo 
l'introduzione di mutazioni. 


Ricombinazione del DNA 


Il riarrangiamento dell’informazione genetica all’interno e 
tra le molecole di DNA comprende vari processi che ven- 
gono complessivamente definiti ricombinazione genetica. 
Sono in corso tentativi di applicazione dei riarrangiamenti 
del DNA, per alterare i genomi di un numero sempre cre- 
scente di organismi (Capitolo 9). 

Gli eventi che caratterizzano la ricombinazione gene- 
tica si dividono in almeno tre classi. La ricombinazione 
genetica omologa (chiamata anche ricombinazione ge- 
nerale) riguarda scambi di materiale genetico tra due mo- 
lecole qualsiasi di DNA (0 segmenti della stessa molecola) 
che hanno in comune un’ampia regione di sequenze quasi 
identiche. La reale sequenza di basi del DNA è irrilevante 
se le sequenze dei due DNA sono simili. Nella ricombina- 
zione sito-specifica gli scambi si verificano solo in corri- 
spondenza di una determinata sequenza. La trasposizio- 
ne del DNA si distingue da entrambe le altre due classi in 
quanto solitamente riguarda un breve segmento di DNA 
con una notevole capacità di spostarsi da una posizione 
all'altra in un cromosoma. Questi “geni che saltano” sono 
stati scoperti nel granturco da Barbara McClintock negli 
anni ’40. Esiste un’ampia varietà di riarrangiamenti gene- 
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tici inconsueti per i quali non 
è noto o non è stato proposto 
alcun meccanismo. Per questo 
motivo focalizzeremo la nostra 
attenzione su queste tre classi 
generali. 

Le funzioni dei sistemi di 
ricombinazione genetica sono 
numerose come i loro mecca- 
nismi. Esse includono l’azio- 
ne di sistemi specializzati per 
la riparazione e la replicazione 
del DNA, la regolazione dell’e- 
spressione di alcuni geni, la fa- 
cilitazione della corretta segregazione dei cromosomi du- 
rante la divisione delle cellule eucariotiche, il manteni- 
mento della diversità genetica e l’induzione di riarrangia- 
menti genetici programmati durante lo sviluppo embrio- 
nale. In molti casi la ricombinazione genetica è strettamen- 
te integrata ad altri processi del metabolismo del DNA e 
questo sarà il tema della nostra discussione. 


Barbara McClintock, 
1902-1992 


e Laricombinazione omologa dei batteri 

ha la funzione di riparare il DNA 
Nei batteri la ricombinazione genetica omologa è princi- 
palmente un processo di riparazione del DNA, e in questo 
contesto (come abbiamo notato nella Sezione 25.2) la si de- 
finisce come riparazione ricombinativa del DNA. Essa è 
comunemente diretta alla ricostruzione della forcella di re- 
plicazione quando questa si blocca nei pressi di un danno 
del DNA. La ricombinazione genetica omologa può inoltre 
avvenire durante processi come la coniugazione (mating), 
quando il DNA cromosomico viene trasferito da una cellu- 
la batterica donatrice a una ricevente. La ricombinazione 
durante la coniugazione, sebbene rara nei ceppi batterici 
originali, contribuisce alla diversità genetica. 

Un esempio di ciò che accade quando una forcella 
di replicazione incontra una parte di DNA danneggiata 
è mostrato nella Figura 25.30. Una caratteristica comu- 
ne delle vie di riparazione del DNA illustrate nelle Fi- 
gure 25.22-25.25, consiste nel fatto che esse introduco- 
no un’interruzione transitoria in una delle due catene di 
DNA. Se una forcella di replicazione incontra una zona 
danneggiata in fase di riparazione vicino a un’interruzio- 
ne in uno dei filamenti stampo, un braccio della forcella 
di replicazione viene disconnesso dalla rottura del doppio 
filamento e la forcella di replicazione collassa. Lestremi- 
tà di quella rottura viene processata degradando la cate- 
na 5'-terminale. L'estensione del filamento singolo 3’ che 
ne risulta viene legata da una ricombinasi che la utiliz- 
za per promuovere l'invasione del filamento: l'estremità 
3' invade il DNA a doppia catena intatto connesso all’al- 
tro braccio delle forcella di riparazione e si appaia con la 
sua sequenza complementare. Tutto ciò crea una strut- 
tura ramificata di DNA (un punto in cui si associano tre 
segmenti di DNA). La ramificazione del DNA può essere 
spostata in un processo chiamato migrazione della ra- 
mificazione per creare una struttura a forma di X, chia- 
mata intermedio di Holliday dal nome del ricercatore 
Robin Holliday che per primo ipotizzò l’esistenza di que- 
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| (1) Processamento 
dell’estremità 5’ 


| (2) Invasione 


del filamento 


| e Migrazione 


della ramificazione 


5' Intermedio di Holliday 


(4) Scissione e ligazione 
dell’intermedio di Holliday 


ste strutture. L’intermedio di Holliday viene poi districa- 
to da una classe speciale di nucleasi. L'intero processo ri- 
costruisce la forcella di replicazione. 

Nell’E. coli, il processamento terminale del DNA è ope- 
rato dalla nucleasi/elicasi RecBCD. Penzima RecBCD si le- 
ga al DNA lineare in corrispondenza di una estremità libe- 
ra (a livello di un taglio) e utilizza l'energia dell'ATP per 
spostarsi lungo l’elica, svolgendo e degradando il DNA (Fi- 
gura 25.31). Le subunità RecB e RecD sono motori elicasi- 
ci, con RecB che si sposta in direzione 3'+5' lungo un’e- 
lica, e RecD che si sposta in direzione 5'+3' lungo l’altra. 
L'attività dell'enzima cambia quando interagisce con la se- 
quenza (5')GCTGGTGG chiamata chi, che si lega stretta- 
mente a un sito sulla subunità RecC. Da questo punto la 
degradazione della catena in direzione 3’ è molto ridotta, 
mentre la degradazione della catena in direzione 5’ viene 
incrementata. Questo processo crea una singola catena di 
DNA con l’estremità 3’ libera, che viene utilizzata duran- 
te le fasi successive della ricombinazione. Le circa 1009 
sequenze chi presenti nel genoma di E. coli aumentano la 
frequenza di ricombinazione di 5-10 volte all’interno del- 
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Figura 25.30 Riparazione ricombinativa del DNA a livello 

di una forcella di replicazione collassata. Quando una forcella 

di replicazione incontra un'interruzione su uno dei due filamenti 
stampo, viene perso un braccio della forcella e la forcella 

di replicazione collassa. L'estremità 5° del filamento a livello 
dell'interruzione viene degradata per creare un'estensione 3’a 
singolo filamento, che viene poi utilizzata in un processo di invasione 
del filamento, accoppiando il filamento singolo con il filamento a esso 
complementare presente all'interno del doppio filamento adiacente. 
La migrazione della ramificazione (nel riquadro) può creare un 
intermedio di Holliday. La scissione dell'intermedio di Holliday da 
parte di nucleasi specializzate, seguita dalla ligazione, ristabilisce una 
forcella di replicazione funzionante. Il replisoma viene ricaricato su 
questa struttura (non mostrata) e la replicazione continua. Le punte 
delle frecce rappresentano le estremità 3° 


le 1000 coppie di basi del sito chi. Sequenze che aumenta- 
no la frequenza di ricombinazione sono state identificate 
anche in vari altri organismi. 

La ricombinasi batterica è la proteina RecA. RecA è 
atipica nell’ambito delle proteine coinvolte nel metabo- 
lismo del DNA, perché la sua forma attiva è un filamento 
elicoidale ordinato, formato anche da migliaia di mono- 
meri che si associano cooperativamente al DNA (Figura 
25.32). Questo filamento si forma normalmente su un 
DNA a singola elica, come quello prodotto dall’enzima 
RecBCD. La sua formazione non è così semplice come 
mostrato nella Figura 25.32, in quanto la proteina SSB 
che lega il DNA a catena singola è solitamente presen- 
te e impedisce in modo specifico il legame delle prime 
subunità al DNA (nucleazione del filamento). enzima 
RecBCD agisce in modo diretto come caricatore di RecA, 
favorendo la nucleazione del filamento di RecA sul DNA 
a catena singola che è rivestito da SSB. I filamenti si as- 
semblano e si disassemblano in direzione 5'+3'. Molte 
altre proteine batteriche regolano la formazione e la dis- 
soluzione dei filamenti di RecA. La proteina RecA favo- 
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3'5' 
Figura 25.31 L'elicasi/nucleasi RecBCD. (a) Vista di una sezione 
della struttura dell'enzima RecBCD legata al DNA (PDB ID 1W36). 
Le subunità sono mostrate con colorazioni differenti, con il DNA 
che sta entrando nella struttura da sinistra; i filamenti disavvolti 
di DNA (che non fanno parte della struttura risolta) sono indicati 
in forma schematica mentre escono da destra. Una struttura 
proteica a forma di bulbo chiamata “puntina"”, che è parte della 
subunità di RecC, facilita la separazione dei filamenti. (b) Le attività 
dell'enzima RecBCD a livello di un'estremità del DNA. Le subunità 
RecB e RecD sono delle elicasi, motori molecolari che sospingono 
il complesso lungo la molecola di DNA tramite un processo che 
richiede ATP. RecB degrada entrambi i filamenti man mano che il 
complesso si sposta, scindendo l'estremità 3' del filamento di DNA 
più frequentemente dell'estremità 5: Quando viene in contatto con 
una sequenza chi sull’estremità 3' del filamento, la subunità RecC si 
lega a essa arrestando l'avanzamento di quella catena attraverso il 
complesso. L'estremità 5' del filamento continua a essere degradata 
man mano che l'estremità 3’viene espulsa all'esterno, creando 
un'estensione 3'a singolo filamento. La proteina RecA (non 
mostrata) viene infine caricata sul DNA processato dall'enzima 
RecBCD. 


risce le tappe centrali della ricombinazione degli omolo- 
ghi compresa la tappa di invasione del filamento di DNA 
della Figura 25.31; in vitro, promuove diverse altre rea- 
zioni di scambio di catena. 

Dopo che è avvenuta l’invasione del filamento, un com- 
plesso chiamato RuvAB favorisce la migrazione della ra- 
mificazione (Figura 25.33a). Dopo che si è formato un in- 
termedio di Holliday, questo può essere scisso da una nu- 
cleasi specifica chiamata RuvC (Figura 25.33b) e le inter- 
ruzioni vengono sigillate dalla DNA ligasi. Viene così rico- 
struita la struttura di una forcella di replicazione funzio- 
nante, come evidenziato nella Figura 25.31. 

Una volta completate le tappe della ricombinazione, la 
forcella di replicazione si riorganizza in un processo detto 
nuovo inizio della replicazione origine-indipenden- 
te. Quattro proteine (PriA, PriB, PriC, e DnaT) agiscono 
insieme alla DnaC per caricare l’elicasi DnaB sulla forcel- 
la di replicazione ricostruita. La primasi DnaG sintetizza 
poi un innesco a RNA e la DNA polimerasi si associa al- 
la DnaB per ricominciare la sintesi del DNA. Il comples- 
so costituito da PriA, PriB, PriC e DnaT, insieme a DnaB, 
DnaC e DnaG, che era stato originariamente identificato 
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(b) 


Elicasi 
RecD 
5'-3' 


—_ 5' 


Dominio 
nucleasico 
di RecB 


Le attività elicasiche di RecB e di 
RecD disavvolgono il DNA; l’attività 
‘ nucleasica di RecB degrada entrambi 
i filamenti di DNA. 


ì d 


La sequenza chi viene legata da RecC, 
impedendo l’ulteriore degradazione 
del filamento 3' terminale. L'enzima 
continua a svolgere e degradare il 
filamento 5’ terminale. 


come componente necessario per la replicazione in vitro 
del DNA del fago dX174, è ora chiamato primosoma per 
la ripartenza della replicazione. La riattivazione della 
forcella di replicazione richiede anche l’attività della DNA 
polimerasi Il in un ruolo ancora non ben definito in sosti- 
tuzione della DNA polimerasi III, che invece generalmen- 
te è richiesta per completare il cromosoma. In questo mo- 
do, il processo di ricombinazione è strettamente intercon- 
nesso al processo di replicazione. Quindi, un processo del 
metabolismo del DNA favorisce l’altro. 

e Laricombinazione omologa negli eucarioti 

è necessaria per la corretta segregazione 

dei cromosomi durante la meiosi 

La ricombinazione genetica omologa negli eucarioti può 
avere molti ruoli nella replicazione e nella divisione cellu- 
lare, compresa la riparazione delle forcelle di replicazio- 
ne bloccate. La ricombinazione si verifica con maggiore 
frequenza durante la meiosi, il processo in cui una cellu- 
la della linea germinale diploide con due serie di cromo- 
somi dà origine a un insieme di gameti aploidi (spermato- 
zoi o uova negli animali, spore aploidi nelle piante) aventi 
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(veloce) 


disassemblaggio 
5'>3' 


Figura 25.32 | filamenti della proteina RecA. ReCA e altre 
ricombinasi di questa classe funzionano come filamenti di 
nucleoproteine. (a) La formazione del filamento procede per tappe 
definite nucleazione ed estensione. La nucleazione è l'aggiunta delle 
prime poche subunità RecA. L'estensione avviene per aggiunta di 
subunità RecA in modo che il filamento cresca in direzione 5'— 3° 
Quando avviene il disassemblaggio, le subunità vengono sottratte 
dall'estremità posteriore. (b) Fotografia al microscopio elettronico 
colorata di un filamento RecA legato al DNA. (c) Un segmento di un 
filamento RecA con quattro giri di elica (24 subunità RecA; derivato 
da PDB ID 3CMX). Si noti il DNA a doppia catena legato al centro. 

Il dominio centrale di RecA è strutturalmente correlato ai domini 
presenti nelle elicasi. 
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Figura 25.33 Catalisi della migrazione della ramificazione del 
DNA e della risoluzione dell'intermedio di Holliday da parte 
delle proteine RuvA, RuvB e RuvcC. (a) La proteina RuvA si lega 
direttamente a un intermedio di Holliday dove convergono i quattro 
bracci del DNA. La proteina esamerica RuvB è una DNA traslocasi. 
Due esameri si legano ai bracci opposti dell'intermedio di Holliday 
e spingono il DNA all'esterno per mezzo di una reazione accoppiata 
all'idrolisi dell'ATP. La ramificazione, così, si muove. (b) RuvC è una 
nucleasi specializzata che si lega al complesso 
RuvAB e scinde l'intermedio di Holliday sui lati 
opposti della giunzione (frecce rosse) in modo che 
in ciascun prodotto rimangano due bracci contigui 
di DNA. 


DNA 
uscente 


un solo membro di ciascuna coppia di cromosomi (Figura 
25.34). La meiosi inizia con la replicazione del DNA della 
cellula germinale, in modo tale che ciascuna molecola di 
DNA sia presente in quattro copie. Ogni insieme di quattro 
cromosomi omologhi (tetrade) si presenta pertanto sotto 
forma di due coppie di cromatidi fratelli che restano asso- 
ciati in corrispondenza dei loro centromeri. La cellula va 
ora incontro a due cicli di divisione cellulare senza la con- 
temporanea replicazione del DNA. Nella prima divisione 
cellulare, le due coppie di cromatidi fratelli vengono segre- 
gate nelle cellule figlie. Nella seconda divisione cellulare, i 
due cromosomi di ciascun cromatide fratello vengono se- 
gregati nelle nuove cellule figlie. In ciascuna divisione, i 
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Figura 25.34 La meiosi nelle cellule della linea germinale animale. | cromosomi 

di una ipotetica cellula diploide della linea germinale (quattro cromosomi; due coppie 

di cromosomi omologhi) si replicano, e vengono tenuti insieme a livello dei centromeri. 
Ciascuna molecola di DNA a doppia elica è chiamata cromatide (cromatide fratello). 
Nella profase I, subito prima della prima divisione meiotica, i tre gruppi di cromatidi 
fratelli si allineano per formare le tetradi, tenute insieme tramite legami covalenti a livello 


A Cellula 
? diploide 

i della linea 
germinale 


delle giunzioni omologhe (chiasmi).1 crossing over intervengono a livello dei chiasmi 
(vedi la Figura 25.35). Le associazioni transitorie tra gli omologhi assicurano che i due 
cromosomi appaiati segreghino in modo appropriato nel passaggio successivo, quando 
migrano ai poli opposti della cellula nella prima divisione meiotica. Questa divisione 


meiotica produce due cellule figlie, ciascuna con tre coppie di cromatidi che si allineano 


I replicazione 


lungo l'equatore di ciascuna cellula, in preparazione della separazione dei cromatidi 


- (ora chiamati cromosomi). La seconda divisione meiotica produce quattro cellule figlie 
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Figura 25.35 *) Ricombinazione durante la profase | nella 
meiosi. (a) Modello della riparazione di un'interruzione della doppia 
elica per ricombinazione genetica omologa. | due cromosomi 
omologhi (uno in rosa, l’altro in celeste) coinvolti in questo 
meccanismo di ricombinazione hanno sequenze simili. Ciascuno 

dei due geni mostrati ha differenti alleli nei due cromosomi. Le 
diverse tappe sono descritte nel testo. (b) Il crossing over avviene 
durante la profase | della meiosi. Le diverse tappe della profase | 
sono allineate con i processi di ricombinazione che avvengono 


aploidi, che fungono da gameti. Ciascuna cellula ha tre cromosomi, metà del numero 
della cellula germinale diploide. | cromosomi si sono ridistribuiti e ricombinati. 


cromosomi che devono essere segregati vengono portati 
all’interno delle cellule figlie dalle fibre del fuso attacca- 
te ai poli opposti della cellula che si sta dividendo. Le due 
divisioni successive riducono il contenuto di DNA a livel- 
lo aploide in ogni gamete. Una corretta segregazione cro- 
mosomica nelle cellule figlie richiede dei collegamenti fi- 
sici tra i cromosomi omologhi che devono essere segrega- 
ti. Non appena le fibre del fuso si attaccano ai centrome- 
ri dei cromosomi e cominciano a tirare, i collegamenti tra 
i cromosomi omologhi creano una tensione che viene av- 
vertita da meccanismi cellulari che non sono ancora stati 
compresi, segnalando che la coppia di cromosomi o cro- 
matidi fratelli in questione è correttamente allineata per 
la segregazione. Una volta che viene avvertita la tensione, i 
collegamenti si dissolvono gradualmente e la segregazione 
procede. Se avviene un attacco non corretto delle fibre del 
fuso (come per esempio quando i centromeri di una cop- 
pia di cromosomi sono attaccati allo stesso polo cellulare), 
una chinasi cellulare avverte la mancanza di tensione e at- 
tiva un sistema che rimuove gli attacchi del fuso permet- 
tendo alla cellula di ricominciare il processo. 

Durante la seconda divisione meiotica, gli attacchi cen- 
tromerici tra i cromatidi fratelli, rinforzati dalle coesine 
depositate durante la replicazione (vedi la Figura 24.34), 
forniscono i collegamenti fisici necessari a guidare la se- 
gregazione. Durante la prima divisione cellulare meiotica, 
le due coppie di cromatidi fratelli che devono essere se- 
gregate non sono correlate da un evento recente di repli- 
cazione e non sono legate dalle coesine o da qualche altra 
associazione fisica. Le coppie omologhe di cromatidi fra- 
telli sono invece allineate e si creano nuovi collegamenti 
per ricombinazione, un processo che richiede la scissione 
e la riunione delle catene di DNA (Figura 25.35). Questo 


nella parte (a) della figura. Le interruzioni del doppio filamento 
vengono introdotte e processate nella fase di leptotene. L'invasione 
del filamento e il completamento del crossover avvengono più 

tardi. Non appena le sequenze omologhe presenti nelle due coppie 
di cromatidi fratelli si allineano nella fase di zigotene, si formano i 
complessi sinaptonemici e avviene l'invasione del filamento. (€) | 
cromosomi omologhi di una cavalletta sono visualizzati durante le 
fasi successive della profase | della meiosi. | chiasmi diventano visibili 
nella fase di diplotene. 
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scambio, che viene anche chiamato crossing over, può es- 
sere osservato al microscopio ottico. Il crossing over unisce 
le due coppie di cromatidi fratelli in punti chiamati chia- 
smi (chiasma al singolare). Anche durante il crossing over 
il materiale genetico viene scambiato tra le coppie di cro- 
matidi fratelli. Questi scambi incrementano anche la di- 
versità genetica nei gameti che ne risultano. Fimportanza 
della ricombinazione meiotica per la giusta segregazione 
cromosomica è molto ben illustrata dalle conseguenze fi- 
siologiche e sociali del suo fallimento (Box 25.2). 

Il crossing over non è un processo interamente casuale 
e in numerosi cromosomi eucariotici sono stati identifica- 
ti dei “punti caldi”. Tuttavia, l’ipotesi che il crossing over 
possa avvenire con uguale probabilità in quasi tutti i punti 
lungo i due cromosomi omologhi rimane in molti casi una 
ragionevole approssimazione, ed è in base a questa ipote- 
si che è possibile la mappatura dei geni presenti su un de- 
terminato cromosoma. La frequenza di ricombinazione in 
una regione che separa due punti di un cromosoma sostan- 
zialmente è proporzionale alla distanza tra i due punti; ciò 
permette la determinazione della posizione relativa e del- 
la distanza tra geni diversi. L’assortimento indipendente di 
geni non collegati su cromosomi differenti (Figura 25.36) 
apporta un altro importante contributo alla diversità ge- 
netica dei gameti. Queste realtà genetiche sono alla base 
di molte applicazioni della genetica moderna, come per 
esempio la definizione degli aplotipi (vedi la Figura 9.34). 

La ricombinazione omologa svolge almeno tre tipi di 
funzioni negli eucarioti: (1) contribuisce alla riparazione 
di diversi tipi di danneggiamento del DNA; (2) rende pos- 


Box 25.2 [\ 


Quando l’allineamento ela ricombinazione cromosomica 
non avvengono correttamente o non vengono completati 
durante la meiosi I, la segregazione dei cromosomi può 
andare a monte. Uno dei risultati possibili è rappresen- 
tato dall’aneuploidia, una condizione in cui una cellula ha 
un numero errato di cromosomi. I prodotti aploidi della 
meiosi (gameti o spore) possono avere due copie di un 
cromosoma oppure non averne. Quando, durante la fe- 
condazione, un gamete con due copie di un cromosoma si 
unisce a un gamete avente una copia dello stesso cromo- 
soma, le cellule dell'embrione risultante hanno tre copie 
di quel determinato cromosoma (cioè sono trisomiche). 
In S. cerevisiae, l’aneuploidia risultante da errori nella 
meiosi avviene con una frequenza di circa 1 ogni 10 000 
eventi meiotici. Nei moscerini della frutta la frequenza è 
di circa 1 su 1000 eventi meiotici. Nei mammiferi, la fre- 
quenza dell’aneuploidia è considerevolmente maggiore. 
Nei topi, l'incidenza è di circa 1 su 100 ed è anche più 
elevata nei mammiferi superiori. Il tasso di aneuploidia 
nelle uova umane fecondate è tra il 10% e il 30%. Per 
la maggior parte queste cellule aneuploidi sono mo- 
nosomiche (hanno, cioè, una singola copia di un dato 
cromosoma) o trisomiche. Questi numeri sono sicura- 
mente delle sottostime. La maggior parte delle trisomie 
sono letali e molte determinano un aborto prima che 
venga accertata la gravidanza. L’aneuploidia costituisce 
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sibile nelle cellule eucariotiche un contatto fisico tra i cro- 
matidi che risulta cruciale per l’ordinata segregazione dei 
cromosomi nelle cellule figlie durante la prima divisione 
meiotica; (3) contribuisce alla diversità genetica in una 
popolazione. 


e Laricombinazione durante la meiosi inizia con la rottura 
della doppia elica 

Il probabile meccanismo per la ricombinazione omologa 
è illustrato nella Figura 25.35a. Il modello ha quattro ca- 
ratteristiche fondamentali. Primo, i cromosomi omologhi 
sono allineati. Secondo, una volta generata la rottura della 
doppia elica le estremità esposte sono attaccate da un’eso- 
nucleasi, lasciando una singola catena con un gruppo os- 
sidrilico libero alla sua estremità 3’ (tappa ©). Terzo, l’e- 
stremità 3’ libera invade il duplex intatto di DNA dell’o- 
mologo, e ciò è seguito da una migrazione e/o replicazio- 
ne della ramificazione che crea una coppia di intermedi 
di Holliday (tappe da @ a ©). Quarto, la scissione dei due 
crossover produce entrambe le coppie di prodotti comple- 
ti ricombinanti (tappa @). Si noti la somiglianza di queste 
tappe ai processi di riparazione della ricombinazione bat- 
terica illustrati nella Figura 25.30. 

In questo modello per la riparazione delle rotture 
della doppia elica, l'estremità 3' viene usata per iniziare 
lo scambio genetico. Una volta che questa si è appaiata con 
la regione complementare dell’omologo intatto, si crea una 
regione di DNA ibrido contenente catene complementari 
che derivano da due differenti DNA parentali (il prodotto 
della tappa @ della Figura 25.35a). Ciascuna delle estre- 


Perché è importante un'adeguata segregazione cromosomica 


la causa primaria di fallimento delle gravidanze. I pochi 
casi di trisomia che giungono alla nascita hanno, gene- 
ralmente, tre copie del cromosoma 13, del 18 o del 21 (la 
trisomia del cromosoma 21 è la sindrome di Down). Nella 
popolazione umana sono possibili anche numeri errati 
del corredo cromosomico sessuale. Quasi tutte le mo- 
nosomie sono incompatibili con la vita e risultano fatali 
già nelle fasi iniziali di sviluppo del feto. Le conseguenze 
sociali dell’aneuploidia negli esseri umani sono molto 
importanti. L’aneuploidia costituisce la principale causa 
genetica dello sviluppo di anomalie mentali e fisiche. Al 
centro di queste elevate incidenze vi è una caratteristica 
della meiosi nelle femmine dei mammiferi che ha un 
particolare rilievo nel genere umano. 

Nel maschio dei mammiferi le cellule della linea germi- 
nale cominciano ad andare in meiosi nel periodo della 
pubertà e ciascun evento meiotico richiede un tempo 
relativamente breve. La meiosi che avviene nelle cellule 
della linea germinale delle femmine di mammifero è, al 
contrario, un processo che si protrae a lungo nel tempo. 
La produzione di una cellula uovo comincia prima della 
nascita della femmina, con l’inizio della meiosi allo stadio 
fetale, verso le 12 o 13 settimane di gestazione. Nel giro di 
poche settimane, la meiosi comincia in tutte le cellule della 
linea germinale femminile in via di sviluppo. Le cellule 
procedono oltre la meiosi I. I cromosomi si allineano pro- 
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Figura 25.36 Il contributo dell’assortimento indipendente alla gene con alleli differenti (A o a, Bo b) negli omologhi. L'assortimento 
diversità genetica. In questo esempio i cromosomi sono già stati indipendente può portare a gameti con qualsiasi combinazione degli 
replicati per creare due coppie di cromatidi fratelli ogni due cromosomi. — alleli presenti sui due diversi cromosomi. In una sequenza meiotica 

I colori celeste e rosa sono stati scelti per distinguere i cromatidi classica, anche il crossing over (non mostrato in questa figura; vedi la 
fratelli di ciascuna coppia. Su ciascun cromosoma si distingue un Figura 25.34) dovrebbe contribuire alla diversità genetica. 


mità 3’ può quindi agire da primer per la replicazione del esistono due sistemi per scindere o “sciogliere” l’interme- 
DNA. La ricombinazione omologa meiotica può variarein dio di Holliday tramite una nucleasi come RuvC in mo- 
molti dettagli da una specie all’altra, ma la maggior parte do tale che i due prodotti contengano gli stessi geni legati 
di questi passaggi viene per lo più mantenuta. Si noti che nello stesso ordine lineare dei substrati (i cromosomi ori- 


ducendo dei crossover, continuando fino a dopo la fase di ricombinazione e della produzione dei crossover nella 
pachitene (vedila Figura 25.35), e poi il processo siblocca. —meiosi degli esseri umani. 

I cromosomi entrano in una fase di arresto chiamata stadio 
di dittiato, con i crossover in posizione, in una sorta di 
fermo-immagine che permane fino al momento in cui la 
femmina non raggiunge la maturità, solitamente intorno 
ai 13 anni, e fino ai 50 anni. Le cellule della linea germi- 
nale non procedono attraverso le due divisioni meiotiche 
cellulari per produrre le cellule uovo fino alla maturità 
sessuale dell’individuo. 

Tra l’inizio della fase di dittiato e il completamento fi- 
nale della meiosi può accadere qualcosa che distrugge 
o danneggia i crossover che tengono legati i cromosomi 
omologhi nelle cellule della linea germinale. Man mano 
che la donna avanza con l'età aumenta la possibilità che 
si verifichi una trisomia nelle cellule uovo prodotte, che 
diviene molto elevata con l’avvicinarsi della menopausa 
(Figura 1). Sul perché accada tutto questo sono state for- 
mulate molte ipotesi e sono molti i fattori che possono 
avere un ruolo in queste problematiche. La maggior parte 
delle ipotesi è, però, concentrata sui crossover della ricom- 


Incidenza della trisomia 
(% delle gravidanze clinicamente riconosciute) 


binazione durante la meiosi I e sulla loro stabilità nella 15 20 25 30 35 40 
fase di dittiato che si protrae per un tempo molto lungo. Paid 

Non è ancora chiaro quali passi possa fare la medicina 

per ridurre l'incidenza dell’aneuploidia nelle femmine Figura1 L'aumento dell'incidenza della trisomia degli esseri 


in età fertile. E però nota l’elevatissima importanza della umani in relazione all'aumento dell'età della madre. 
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ginali, non ricombinati; tappa ©). Se l’intermedio viene 
scisso in un modo, il DNA che fiancheggia l’eteroduplex 
non viene ricombinato; se viene scisso nell'altro modo, il 
DNA viene ricombinato. Entrambi i risultati sono stati os- 
servati in vivo. 

La ricombinazione omologa illustrata nella Figura 25.35 
è un processo molto elaborato, ma essenziale per avere 
un'accurata segregazione cromosomica. Le sue conseguen- 
ze molecolari sulla generazione della diversità genetica so- 
no difficilmente definibili. Per capire come questo proces- 
so contribuisca a generare diversità genetica, occorre tener 
presente che due cromosomi omologhi che vanno incontro 
a ricombinazione non sono necessariamente identici. L’or- 
dine lineare dei geni può essere lo stesso, ma le sequenze 
di basi in alcuni dei geni possono essere nei vari alleli leg- 
germente differenti. Per esempio, nell'uomo un cromoso- 
ma può contenere l’allele per l’emoglobina A (emoglobina 
normale), mentre l’altro contiene l’allele per l’emoglobina 
S (la mutazione dell’anemia a cellule falciformi). La diffe- 
renza può consistere in non più di una coppia di basi su mi- 
lioni di coppie. La ricombinazione omologa non modifica 
l'ordine della successione lineare dei geni, ma può determi- 
nare quali alleli vanno a legarsi su un singolo cromosoma e 
vengono quindi trasferiti insieme alla generazione succes- 
siva. L’assortimento indipendente di cromosomi differenti 
(Figura 25.36) determina quali alleli genici provenienti da 
cromosomi differenti vengono ereditati insieme. 


e Laricombinazione sito-specifica determina 
riarrangiamenti del DNA in punti precisi 

La ricombinazione genetica omologa può coinvolgere due 
sequenze omologhe qualsiasi. Il secondo tipo generale di 
ricombinazione, la ricombinazione sito-specifica, è un pro- 
cesso molto diverso in cui la ricombinazione è limitata a 
specifiche sequenze. Le reazioni di questo tipo di ricombi- 
nazione avvengono praticamente in ogni cellula, ma le loro 
funzioni sono specializzate e variano ampiamente da una 
specie all'altra. Ne sono esempi la regolazione dell’espres- 
sione di alcuni geni e la stimolazione di riarrangiamenti 
programmati del DNA che avvengono durante lo svilup- 
po o nei cicli di replicazione di alcuni DNA virali e plasmi- 
dici. Ogni sistema di ricombinazione sito-specifica è costi- 
tuito da un enzima chiamato ricombinasi e da una breve 
e peculiare sequenza di DNA (da 20 a 200 coppie di basi 
a seconda del sistema) su cui agisce la ricombinasi (sito di 
ricombinazione). Una o più proteine ausiliarie possono re- 
golare il decorso o il risultato della reazione. 

Esistono due classi generali di sistemi di ricombinazio- 
ne sito-specifica, che si basano sulla presenza di un residuo 
di Tyr o di Ser nel sito attivo. Studi în vitro di molti sistemi 
di ricombinazione sito-specifica della classe in cui è pre- 
sente la tirosina hanno fatto emergere alcuni principi ge- 
nerali, tra cui l'andamento della reazione (Figura 25.37a). 
Alcuni di questi enzimi sono stati cristallizzati, mettendo 
in luce dettagli strutturali della reazione. Una ricombina- 
si distinta riconosce e si lega a due siti di ricombinazione 
su diverse molecole di DNA o sullo stesso DNA. Una ca- 
tena di DNA in ciascun sito viene rotta in corrispondenza 
di uno specifico punto all’interno del sito; la ricombinasi 
si lega covalentemente al DNA nel punto di rottura attra- 
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verso un ponte fosfotirosinico (tappa ©). Il legame tran- 
sitorio proteina-DNA conserva il legame fosfodiestere per- 
so durante la scissione del DNA e quindi cofattori ad alto 
contenuto energetico come l’ATP non sono necessari nei 
passaggi successivi del processo. Le catene di DNA che so- 
no state scisse vengono unite ai nuovi segmenti di DNA, 
formando un intermedio di Holliday attraverso nuovi le- 
gami fosfodiestere creati a spese del legame proteina-DNA 
(tappa @). Avviene poi un’isomerizzazione (tappa ©) e il 
processo deve essere ripetuto in un secondo punto all’in- 
terno di ciascuno dei due siti di ricombinazione (tappe @ 
e ©). Nei sistemi che impiegano un residuo di Ser del sito 
attivo entrambe le catene possono essere scisse contem- 
poraneamente e riunite alle nuove catene senza interme- 
dio di Holliday. Lo scambio in entrambi i casi è reciproco 
e preciso, e i siti di ricombinazione vengono rigenerati al- 
la fine della reazione. Possiamo considerare la ricombina- 
si come un’endonucleasi sito-specifica e, al tempo stesso, 
come una ligasi. 

Le sequenze dei siti di ricombinazione riconosciute 
dalle ricombinasi sito-specifiche sono parzialmente asim- 
metriche (non palindromiche) e i due siti di ricombinazio- 
ne vengono allineati con lo stesso orientamento durante 
la reazione della ricombinasi. La reazione può avere di- 
versi risultati, a seconda della posizione relativa e dell’o- 
rientamento dei siti di ricombinazione (Figura 25.38). Se i 
due siti sono sulla stessa molecola di DNA, il risultato del- 
la reazione sarà un'inversione o una delezione del DNA 
interposto, a seconda che i siti abbiano, rispettivamente, 
orientamento opposto o identico. Se i siti sono su DNA di- 
versi, la ricombinazione è intermolecolare; se uno o en- 
trambi i DNA sono circolari si verifica un'inserzione. Al- 
cuni sistemi di ricombinazione sono molto specifici per 
una di queste reazioni e agiscono solo su siti con orienta- 
menti particolari. 

La replicazione completa del cromosoma può richiede- 
re la ricombinazione sito-specifica. La riparazione ricombi- 
nativa del DNA di un cromosoma circolare batterico, per 
quanto essenziale, a volte genera conseguenze deleterie. 
Lo scioglimento di una giunzione di Holliday a livello del- 
la forcella di replicazione da parte di una nucleasi come 
RuvC, seguito dal completamento della replicazione, può 
dare origine a uno dei seguenti prodotti: due cromosomi 
normali monomerici o un cromosoma contiguo dimerico 
(Figura 25.39). Nel secondo caso, i cromosomi legati cova- 
lentemente non possono venire segregati nelle cellule fi- 
glie durante il processo di divisione cellulare, per cui bloc- 
cano il processo. In E. coli esiste un sistema specializzato 
di ricombinazione sito-specifica chiamato sistema XerCD, 
che converte i cromosomi dimerici in cromosomi mono- 
merici permettendo alla divisione cellulare di procedere. 
La reazione è una delezione sito-specifica (Figura 25.38b). 
Questo è un altro esempio dello stretto coordinamento esi- 
stente tra i processi di ricombinazione e gli altri aspetti del 
metabolismo del DNA. 


e Glielementi genetici trasponibili si spostano 

da una posizione all'altra 
Consideriamo ora il terzo tipo generale di sistema di ricom- 
binazione: la ricombinazione che permette il trasferimen- 
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Figura 25.37 Reazione di ricombinazione sito-specifica. 

(a) Viene mostrata la reazione tipica di una classe di ricombinasi 
sito-specifiche dette integrasi (il nome deriva dall'integrasi del 
batteriofago \, che è stata la prima a essere caratterizzata). Questi 
enzimi utilizzano un residuo Tyr come nucleofilo nel loro sito attivo. 
La reazione è portata avanti da un tetramero di subunità identiche, 
che si legano a una sequenza specifica detta sito di ricombinazione. 
© Una catena di ciascun DNA viene tagliata in un punto particolare 
all'interno della sequenza. Il nucleofilo è il gruppo —OH di una 
tirosina presente nel sito attivo e il prodotto è un ponte covalente 
fosfotirosinico tra l'enzima e il DNA @. Dopo l'isomerizzazione @, 
le catene tagliate si uniscono a un nuovo partner, formando un 
intermedio di Holliday. Nelle fasi © e @ la reazione si completa con 


to di elementi trasponibili o trasposoni. Questi segmenti 
di DNA, presenti praticamente in tutte le cellule, si sposta- 
no o “saltano” da un punto di un cromosoma (il sito dona- 
tore) a un altro nello stesso cromosoma o in uno diverso 
(il sito bersaglio). Generalmente non è necessaria alcuna 
omologia di sequenza perché avvenga lo spostamento, un 
processo chiamato trasposizione; la nuova posizione vie- 
ne scelta di solito in modo casuale. Poiché l’inserzione di 
un trasposone in un gene essenziale può uccidere la cel- 
lula, questo evento è accuratamente regolato e si verifica 
molto raramente. I trasposoni sono molto probabilmente 
la forma più semplice di parassiti molecolari, particolar- 
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un processo simile a quanto visto nelle prime due fasi. La sequenza 
originaria del sito di ricombinazione viene rigenerata dopo che si è 
ricombinato il DNA che fiancheggia il sito. Questi passaggi avvengono 
all'interno di una ricombinasi con subunità multiple e a volte 
richiedono altre proteine che non sono mostrate nella figura. 

(b) Un'immagine della superficie di una ricombinasi con quattro 
subunità, appartenente alla classe delle integrasi, chiamata 
ricombinasi Cre e legata a un intermedio di Holliday (le catene 
dell'elica sono in azzurro e in blu). La proteina è raffigurata in 
semitrasparenza per rendere visibile il DNA legato (derivato da 

PDB ID 3CRX). Un altro gruppo di ricombinasi, quelle della famiglia 
delle resolvasi/invertasi, utilizza un residuo di serina come nucleofilo 
in corrispondenza del sito attivo. 


mente idonei a una replicazione passiva all’interno del cro- 
mosoma della cellula ospite. In alcuni casi trasportano dei 
geni utili per la cellula ospite e sono in una sorta di sim- 
biosi con quest’ultima. 

Nei batteri vi sono due classi di trasposoni. Le 
b:4 sequenze di inserzione (trasposoni semplici) 

contengono solo sequenze necessarie alla loro 
trasposizione e geni per le proteine (trasposasi) che me- 
diano il processo. I trasposoni complessi contengono 
uno o più geni soprannumerari rispetto a quelli necessari 


per la trasposizione. Questi geni aggiuntivi, per esempio, 
potrebbero conferire resistenza agli antibiotici, e quindi 
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Figura 25.38 Effetti della ricombinazione sito-specifica. 
Possibili risultati della ricombinazione sito-specifica, a seconda della 
posizione e dell'orientamento dei siti di ricombinazione (in rosa e 

in verde) in una molecola di DNA a doppia elica. L'orientamento 

(qui rappresentato dalle punte delle frecce) si riferisce all'ordine dei 
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nucleotidi nel sito di ricombinazione, non alla direzione 5'—+3’. 

(a) Siti di ricombinazione con orientamento opposto sulla stessa 
molecola di DNA: ne risulta un'inversione. (b) Siti di ricombinazione 
con lo stesso orientamento: su una molecola di DNA, il risultato è una 
delezione; su due molecole di DNA, il risultato è un'inserzione. 


Figura 25.39 Delezione del DNA per annullare un effetto 
deleterio dovuto alla riparazione ricombinativa del DNA. La 
risoluzione di un intermedio di Holliday durante la riparazione 
ricombinativa del DNA (se il taglio avviene nei punti indicati dalle 
frecce rosse) può generare un cromosoma dimerico contiguo. Una 
ricombinasi specializzata sito-specifica di E. coli chiamata XerCD, 
converte il dimero inmonomeri, rendendo possibile la segregazione 
cromosomica e la divisione cellulare. 


aumentare le possibilità di sopravvivenza della cellula 
ospite. La diffusione di elementi resistenti agli antibiotici 
presso popolazioni di germi patogeni, in parte mediata 
dalla trasposizione, sta rendendo inefficaci alcuni anti- 
biotici (pagina 1005). O 

I trasposoni batterici hanno struttura variabile, ma la 
maggior parte possiede alle due estremità brevi sequen- 
ze ripetute che servono da sito di attacco per la trasposasi. 
Quando si verifica la trasposizione, una breve sequenza in 
corrispondenza della regione bersaglio (da 5 a 10 coppie 
di basi) viene duplicata per formare un’ulteriore sequenza 
ripetuta che allunga le due estremità del trasposone inse- 
rito (Figura 25.40). Queste brevi sequenze ripetute termi- 
nali derivano dal meccanismo di taglio usato per inserire 
il trasposone in una nuova posizione del DNA. 

Nei batteri esistono due vie generali per la trasposizio- 
ne. Nella trasposizione semplice o diretta (Figura 25.41, 
a sinistra) vengono effettuati tagli su ciascun lato del tra- 
sposone per staccarlo, e il trasposone si sposta in una nuo- 
va posizione. Ciò lascia una rottura nella doppia elica di 
DNA che deve essere riparata. In corrispondenza del sito 
bersaglio viene praticato un taglio sfalsato (come nella Fi- 
gura 25.40), il trasposone viene inserito nel sito di taglio 
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Figura 25.40 Duplicazione di una sequenza di DNA a livello 

di un sito bersaglio quando viene inserito un trasposone. Le 
sequenze duplicate a seguito dell'inserzione del trasposone sono 
mostrate in rosso. Queste sequenze generalmente sono lunghe solo 
poche coppie di basi, quindi nella figura la loro lunghezza relativa è 
sensibilmente maggiore che nella realtà. 


e un processo di replicazione del DNA riempie la rottura 
per duplicare la sequenza del sito bersaglio. Nella traspo- 
sizione replicativa, l’intero trasposone viene replicato, in 
modo tale che una copia venga lasciata nel sito donatore 
originario (Figura 25.41, a destra). Un cointegrato è un in- 
termedio di quest’ultima reazione, in cui la regione dona- 
trice è legata covalentemente al DNA del sito bersaglio. In 
questo intermedio sono presenti due copie complete del 
trasposone, disposte con lo stesso orientamento presente 
nel DNA. In alcuni trasposoni ben caratterizzati l’interme- 
dio viene convertito in prodotto per mezzo della ricombi- 
nazione sito-specifica, in cui ricombinasi specializzate ca- 
talizzano la reazione di delezione necessaria. 

Anche gli eucarioti possiedono trasposoni, struttural- 
mente equivalenti a quelli dei batteri, e alcuni utilizzano 
sistemi di trasposizione simili. Tuttavia, in alcuni casi il 
meccanismo della trasposizione è molto diverso e sembra 
fare uso di un intermedio di RNA. L'evoluzione di questi 
trasposoni è correlata all’evoluzione di certe classi di vi- 
rus a RNA. Entrambi questi tipi di trasposoni verranno de- 
scritti nel prossimo capitolo. 


e lgenidelle immunoglobuline si assemblano 
per ricombinazione 

Alcuni dei riarrangiamenti del DNA rappresentano una 
parte programmata dello sviluppo degli organismi euca- 
riotici. Un importante esempio è la produzione dei geni 
per le immunoglobuline a partire da geni separati tra loro 
nel genoma dei vertebrati. Euomo (come altri mammife- 
ri) è in grado di produrre vari milioni di immunoglobuli- 
ne diverse (anticorpi), ciascuna con una differente speci- 
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Figura 25.41 Le due vie generali di trasposizione nei batteri: 
trasposizione diretta (semplice) e trasposizione replicativa. 

© Il DNA viene prima tagliato ai due lati del trasposone, dove 
indicato dalle frecce. @ | gruppi ossidrilici 3’ liberati all'estremità 

del trasposone portano un attacco nucleofilico diretto sui legami 
fosfodiestere nel DNA bersaglio. | legami fosfodiestere bersaglio sono 
sfalsati (non l'uno di fronte all’altro) sulle due catene del DNA. @ Il 
trasposone ora è legato al DNA bersaglio. Nella trasposizione diretta 
(a sinistra) durante la replicazione vengono riempite le interruzioni in 
corrispondenza di ciascuna estremità. Nella trasposizione replicativa 
(a destra) viene replicato l'intero trasposone, creando un intermedio 
cointegrato. © In seguito il cointegrato viene spesso tagliato con 
l'aiuto di un sistema separato di ricombinazione sito-specifica. Il DNA 
ospite tagliato, lasciato indietro dopo la trasposizione diretta, viene 
riparato oppure degradato (non mostrato). La seconda ipotesi può 
essere letale per l'organismo. 
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ficità di legame, anche se il genoma umano contiene sol- 
tanto circa 29 000 geni. La ricombinazione permette a un 
organismo di produrre una straordinaria varietà di anti- 
corpi da una quantità limitata di DNA codificante. Studi 
sul meccanismo di ricombinazione hanno rivelato una sua 
stretta relazione con la trasposizione del DNA e suggeri- 
scono che il sistema di generazione della varietà anticor- 
pale possa essersi evoluto da un’antica invasione cellulare 
da parte di trasposoni. 

Per illustrare come viene generata la diversità degli an- 
ticorpi focalizzeremo la nostra attenzione sulla classe del- 
le immunoglobuline G (IgG) umane. Le immunoglobuli- 
ne sono formate da due catene polipeptidiche pesanti e 
da due leggere (vedi la Figura 5.21). Ciascuna catena con- 
tiene una regione variabile, con una sequenza che diffe- 
risce ampiamente da un’immunoglobulina all'altra, e una 
regione che è praticamente costante per tutte le immuno- 
globuline di una certa classe. Vi sono pure due distinte fa- 
miglie di catene leggere, kappa e lambda, che differiscono 
in una certa misura nella sequenza delle loro regioni co- 
stanti. Nei tre tipi di catene polipeptidiche (catena pesan- 
te, catena leggera kappa e lamba) la diversità delle regioni 
variabili viene generata con un meccanismo simile. I geni 
per questi polipeptidi sono divisi in segmenti e nel genoma 
esistono raggruppamenti contenenti molte versioni di cia- 


© 978-88-08-26148-9 


scun segmento. Una versione di ciascun segmento si uni- 
sce alle altre per formare un gene completo. 

La Figura 25.42 illustra l’organizzazione del DNA che 
codifica le catene leggere kappa delle IgG umane e mo- 
stra il modo in cui viene prodotta la catena leggera kap- 
pa matura. Nelle cellule non differenziate l'informazione 
che codifica questa catena polipeptidica è suddivisa in tre 
segmenti. Il segmento V (variabile) codifica i primi 95 re- 
sidui amminoacidici della regione variabile, il segmento 
J Goining) codifica i rimanenti 12 residui amminoacidici 
della regione variabile, e il segmento C codifica la regio- 
ne costante. Esistono circa 300 diversi segmenti V, quat- 
tro diversi segmenti J] e un segmento C. 

Quando una cellula staminale del midollo osseo si dif- 
ferenzia in un linfocita B maturo, un segmento V e uno J 
vengono uniti per mezzo di un processo di ricombinazio- 
ne specializzato (Figura 25.42). Durante questa delezione 
programmata, il DNA intercalato viene scartato. Vi sono 
300 X 4 = 1200 possibili combinazioni V-]. Il processo di 
ricombinazione non è preciso come la ricombinazione si- 
to-specifica descritta in precedenza, e si verificano ulterio- 
ri variazioni nella sequenza, alla giunzione V-], che incre- 
mentano di un fattore di almeno 2,5 la variazione totale 
possibile, per cui la cellula può generare 2,5 X 1200 = 3000 
diverse combinazioni V-J. L'unione finale di questa com- 


Segmenti V 
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Figura 25.42 Ricombinazione dei 
segmenti genici V e J della catena leggera 
kappa della IgG umana. A questo processo 
è dovuta la diversità degli anticorpi. In alto 

è mostrata la disposizione di sequenze che 
codificano IgG nelle cellule staminali del 
midollo. La ricombinazione taglia il DNA tra 
un particolare segmento V e un particolare 
segmento J. Dopo la trascrizione il trascritto 
viene trasformato tramite splicing dell'RNA e, 
come descritto nel Capitolo 26, viene tradotto; 
la traduzione dà origine a una catena leggera 
che si può combinare con una delle 5000 
possibili catene pesanti per produrre una 
molecola di anticorpo. 
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Figura 25.43 Meccanismo di riarrangiamento genico di una 
immunoglobulina. Le proteine RAG1 e RAG2 si legano alle sequenze 
segnale della ricombinazione (RSS) e tagliano un filamento di 

DNA tra RSS e il segmento V (o J) da unire. l'estremità 3’ ossidrilica 
agisce come un nucleofilo, attaccando un legame fosfodiestere 
sull'altra catena e creando una rottura della doppia elica. Le risultanti 
estremità a forcina sui segmenti V e J vengono tagliate e si legano 
covalentemente a un complesso di proteine specializzate per 
l'unione delle estremità e per la riparazione di rotture sulla doppia 
elica. | passaggi nella generazione delle rotture della doppia elica 
catalizzati da RAG1 e da RAG2 sono chimicamente simili ai passaggi 
visti nelle reazioni di trasposizione. 


binazione V-J con la regione C viene effettuata da una rea- 
zione di splicing dell'RNA dopo la trascrizione, un proces- 
so descritto nel Capitolo 26. 

Il meccanismo di ricombinazione per unire i segmen- 
ti Ve J è illustrato nella Figura 25.43. Appena oltre i seg- 
menti V e J vi sono sequenze segnale della ricombinazio- 
ne (RSS). A queste si legano proteine chiamate RAG1 e 
RAG2 (prodotti dei geni detti recombination activating ge- 
ne), che catalizzano la rottura della doppia elica tra le se- 
quenze segnale e il segmento V (o J) da unire. I segmenti 
Ve] vengono quindi uniti con l’aiuto di un ulteriore com- 
plesso di proteine. 

I geni per le catene pesanti e quelli per le catene leg- 
gere lambda vengono prodotti in modo simile. Per le cate- 
ne pesanti esiste un numero maggiore di segmenti genici 
e sono possibili più di 5000 diverse combinazioni. Poiché 
ogni catena pesante può combinarsi con ogni catena leg- 
gera per generare un’immunoglobulina, ci sono almeno 
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3000 x 5000, ovvero 1,5 X 10” possibili IgG. Un’ulterio- 
re diversità si genera poiché le sequenze V sono soggette 
a un’elevata frequenza di mutazioni (con un meccanismo 
ancora sconosciuto) durante il differenziamento dei linfo- 
citi B. Ciascun linfocita B maturo produce solo un tipo di 
anticorpo, ma la varietà di anticorpi prodotti dai linfociti B 
di un singolo organismo è chiaramente enorme. 

È possibile che il sistema immunitario si sia evoluto 
in parte da trasposoni primitivi? Il meccanismo per la 
formazione della rottura della doppia elica tramite le 
proteine RAG1 e RAG2 può riflettere molte delle tappe 
di reazione della trasposizione (Figura 25.43). Inoltre si 
è visto che il DNA scartato, con le sequenze RSS termina- 
li, contiene una struttura riscontrata anche in molti tra- 
sposoni. In esperimenti in provetta le proteine RAG1 e 
RAG? si associano al segmento di DNA scartato e lo pos- 
sono inserire, con un meccanismo simile alla trasposizio- 
ne, in un’altra molecola di DNA (una reazione che proba- 
bilmente avviene solo raramente nei linfociti B). Sebbe- 
ne non si possa esserne certi, le proprietà del sistema di 
riarrangiamento genico delle immunoglobuline suggeri- 
scono un'origine particolare, dove il confine tra parassi- 
ta e ospite è diventato sempre più sfumato nel corso del 
processo evolutivo. 


SOMMARIO 25.3 
Ricombinazione del DNA 

e Le sequenze del DNA vengono riarrangiate tramite re- 
azioni di ricombinazione, normalmente in processi al- 
tamente coordinati con la replicazione o la riparazione 
del DNA. 

e La ricombinazione genetica omologa può avvenire fra 
due molecole di DNA che hanno omologie di sequen- 
za. Nei batteri la ricombinazione funge principalmen- 
te da processo di riparazione del DNA, focalizzata 
sulla riattivazione di forcelle di replicazione in stallo 0 
collassate o sulla riparazione generale di interruzioni 
del doppio filamento. Negli eucarioti la ricombinazio- 
ne è essenziale ad assicurare un’accurata segregazio- 
ne dei cromosomi durante la prima divisione meiotica 
cellulare e aiuta anche a generare diversità genica nei 
gameti risultanti. 

e La ricombinazione sito-specifica avviene soltanto in 
specifiche sequenze bersaglio, e questo processo può 
anche coinvolgere un intermedio di Holliday. Le ri- 
combinasi tagliano il DNA in punti specifici e legano 
i filamenti a nuovi partner. Questo tipo di ricombina- 
zione si trova praticamente in tutte le cellule e le sue 
molte funzioni includono l’integrazione del DNA e la 
regolazione dell’espressione genica. 

e Praticamente in tutte le cellule i trasposoni usano la ri- 
combinazione per muoversi all’interno di un cromoso- 
ma o fra cromosomi. Nei vertebrati, reazioni program- 
mate di ricombinazione correlate alla trasposizione 
uniscono i segmenti dei geni delle immunoglobuline 
formando il gene completo durante il differenziamen- 
to dei linfociti B. 
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AN Termini chiave 


=) 1termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


AAA+ ATPasi 1043 
catena lenta (o filamento 
lento) 1037 
catena veloce 
(o filamento 
veloce) 1037 
catenani 1048 
cointegrato 1073 
complesso pre-replicativo 
(pre-RC) 1049 
correzione delle bozze 
(proofreading) 1040 
DNA fotoliasi 1057 
DNA glicosilasi 1054 
DNA ligasi 1042 
DNA polimerasiI 1037 
DNA polimerasi III 1040 
DNA polimerasia 1050 
DNA polimerasi ò 1050 
DNA polimerasie 1050 
elemento per il 
disavvolgimento del 
DNA (DUE) 1043 


elicasi 1042 
endonucleasi 1037 
endonucleasi AP 1055 
esonucleasi 1037 
forcella di 
replicazione 1036 
frammenti di 

Okazaki 1037 


intermedio di 
Holliday 1062 
licencing 1049 
meiosi 1064 
migrazione della 
ramificazione 1062 
modello per la riparazione 
della rottura della 
doppia elica 1068 


LO Ulteriori letture 


mutazione 1051 
nucleasi (o DNasi) 1037 
ORC (complesso di 
riconoscimento 
dell’origine) 1049 
origine 1036 

primasi 1042 

primer 1038 
primosoma 1045 
processività 1039 
proteine per il 
mantenimento del 
minicromosoma 
(MCM) 1049 
replicazione 
semiconservativa 1035 
replisoma 1041 
ricombinazione genetica 
omologa 1062 
ricombinazione sito- 
specifica 1062 
riparazione per escissione 
dibasi 1054 
riparazione 
ricombinativa del 
DNA 1062 
riparazione soggetta a 
errori 1059 

risposta SOS 1059 
sequenza di 
inserzione 
sito AP 1055 
stampo 1035 
termine del primer 
1038 
topoisomerasi 1042 
trasposizione 1071 
trasposizione del 
DNA 1062 
trasposoni 1071 
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Conclusioni tratte dall’esperimento di Meselson- 
Stahl. Lesperimento di Meselson-Stahl (vedi la Figu- 
ra 25.2) ha dimostrato che il DNA va incontro a una 
replicazione semiconservativa in E. coli. Nel modello 
“dispersivo” della replicazione del DNA, le catene pa- 
rentali vengono frammentate in segmenti di dimen- 
sioni casuali e vengono poi legate di nuovo a segmenti 
del DNA neosintetizzato per dare origine a doppie eli- 
che figlie. Spiegate perché i risultati dell'esperimento 
di Meselson-Stahl permettono di escludere tale mo- 
dello. 

2. Analisi della replicazione del DNA con isotopi pe- 
santi. Una coltura di E. coli che cresce in un terreno 
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contenente ’NH,CI viene spostata in un terreno conte- 
nente !*NH,CI per tre generazioni (con un incremento 
di 8 volte della popolazione). Qual è a questo punto la 
percentuale di ibridi ('’N-!4N) rispetto alla popolazio- 
ne con DNA leggero (!*N-!4N) ? 


. Tempo di replicazione del cromosoma di E. coli. Il 


cromosoma di E. coli contiene 4 639 221 coppie di basi. 

(a) Quanti giri di elica devono venire svolti durante la 
replicazione del cromosoma di E. coli? 

(b) Dai dati presentati in questo capitolo, quanto im- 
piegherebbe la replicazione del cromosoma di E. co- 
li, a 37 °C, se due forcelle di replicazione partissero 
dall'origine? Supponete che la replicazione avven- 
ga alla velocità di 1000 coppie di basi al secondo. In 
certe condizioni le cellule di E. coli si dividono ogni 
20 minuti. Spiegate come ciò sia possibile. 

(c) Nella replicazione del cromosoma di E. coli, quan- 
ti frammenti di Okazaki si formerebbero approssi- 
mativamente? Quali sono i fattori che garantisco- 
no che i numerosi frammenti di Okazaki vengano 
uniti nell'ordine corretto nel nuovo DNA? 


. Composizione in basi dei DNA formati utilizzando 


stampi a singola catena. Ipotizzate la composizione 
in basi del DNA totale sintetizzato tramite la DNA po- 
limerasi, utilizzando stampi composti da una miscela 
equimolare di due catene complementari del batterio- 
fago pX174 (una molecola di DNA circolare). La com- 
posizione in basi di una catena è la seguente: A, 24,7%; 
G, 24,1%; C, 18,5%; T, 32,7%. Quale ipotesi è necessario 
assumere per risolvere questo problema? 


. Replicazione del DNA. Kornberg e i suoi collabora- 


tori incubarono estratti solubili di E. coli con una mi- 
scela di AATP, ATTP, dGTP e dCTP tutti legati con *°P 
nel gruppo fosfato a. Dopo un po’ di tempo la miscela 
veniva trattata con acido tricloroacetico, che precipi- 
ta il DNA ma non i nucleotidi precursori. Il precipita- 
to veniva raccolto e veniva determinato il grado di in- 
corporazione dei precursori nel DNA misurando la ra- 
dioattività presente nel precipitato. 

(a) Se uno dei quattro nucleotidi precursori fosse sta- 
to omesso dalla miscela di incubazione, si sarebbe 
trovata radioattività nel precipitato? Spiegate per- 
ché. 

(b) Se solo il ATTP fosse stato marcato, il *°P si sarebbe 
incorporato nel DNA? Spiegate perché. 

(c) Se il fosfato marcato fosse stato nella posizione B 0 
y del deossiribonucleotide piuttosto che in a, si sa- 
rebbe trovata radioattività nel precipitato? Fornite 
una spiegazione. 


. Chimica della replicazione del DNA. Tutte le DNA 


polimerasi sintetizzano le nuove eliche di DNA in di- 
rezione 5'—3'. Per certi aspetti la replicazione dei fila- 
menti antiparalleli del DNA a doppia elica sarebbe più 
semplice se esistesse anche un secondo tipo di DNA po- 
limerasi, che sintetizzasse il DNA in direzione 3'—>5”. 
In linea di principio, le due polimerasi potrebbero co- 
ordinare la sintesi del DNA senza i complicati mecca- 
nismi necessari per la replicazione della catena lenta. 
Però un tale enzima che sintetizzi il DNA in direzione 
3'-5' non è mai stato trovato. Elaborate due possibili 
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10. 


11. 


12. 


meccanismi per la sintesi del DNA in direzione 3'—5'. 
Il pirofosfato dovrebbe essere il prodotto di ambedue le 
reazioni proposte. Sarebbe possibile che uno di questi 
meccanismi o ambedue fossero presenti nella cellula? 
Perché, o perché no? (Suggerimento: si potrebbe pro- 
porre l’uso di precursori del DNA che in realtà non so- 
no presenti nelle cellule attualmente esistenti.) 
Attività della DNA polimerasi. State caratterizzando 
una nuova isoforma di DNA polimerasi. Quando l’en- 
zima viene incubato in presenza di DNA marcato con 
[°°P] e senza ANTP osservate il rilascio di [*°P]ANMP. 
Questo rilascio viene impedito dall’aggiunta di ANTP 
non marcati. Spiegate le motivazioni che, più verosi- 
milmente, stanno alla base di queste osservazioni. Che 
cosa vi aspettereste di osservare se aggiungeste pirofo- 
sfato invece dei ANTP? 

Catena lenta e catena veloce. Preparate una tabella 
dove annotare e confrontare le funzioni dei precursori, 
degli enzimi e delle altre proteine necessarie durante 
la replicazione della catena veloce e di quella lenta in 
E. coli. 

Funzione della DNA ligasi. Alcuni ceppi mutanti di 
E. coli contengono una DNA ligasi difettosa. Quando 
questi mutanti vengono esposti alla timina triziata (HÈ) 
e il DNA prodotto viene sedimentato in un gradiente 
di densità di saccarosio alcalino, appaiono due bande 
radioattive. Una corrisponde a una frazione con peso 
molecolare maggiore, l’altra a una frazione con peso 
molecolare minore. Date una spiegazione. 

Fedeltà della replicazione del DNA. Quali fattori 
intervengono per garantire la fedeltà della replicazio- 
ne durante la sintesi della catena veloce di un nuovo 
DNA? Secondo voi la catena lenta viene sintetizzata 
con la stessa fedeltà della catena veloce? Motivate le 
vostre risposte. 

Importanza della DNA topoisomerasi per la re- 
plicazione del DNA. Il disavvolgimento del DNA che 
avviene durante la replicazione influisce sulla densità 
della superelica. In assenza delle topoisomerasi, il DNA 
verrebbe superavvolto davanti alla forcella di replica- 
zione mentre il DNA si disavvolge dietro di essa. La for- 
cella di replicazione nei batteri si bloccherà quando la 
densità della superelica (0) del DNA davanti alla for- 
cella raggiunge il valore +0,14 (vedi il Capitolo 24). 
La replicazione bidirezionale viene iniziata in corri- 
spondenza dell'origine da un plasmide di 6000 coppie 
di basi in vitro, in assenza di topoisomerasi. Il plasmide 
inizialmente ha o pari a -0,06. Quante coppie di basi 
saranno disavvolte e replicate in entrambe le direzioni 
prima che la forcella si blocchi? Supponete che entram- 
be le forcelle procedano alla stessa velocità e che tutti i 
componenti necessari all’allungamento siano presenti 
eccetto la topoisomerasi. 

Il test di Ames. In un terreno di coltura privo di isti- 
dina circa 10° cellule di Salmonella typhimurium auxo- 
trofe per l’istidina (un tipo di mutante che richiede isti- 
dina per sopravvivere) producono su uno strato sottile 
di agar circa 13 colonie dopo due giorni di incubazione 
a 37 °C (vedi la Figura 25.20). Come fanno queste colo- 
nie a svilupparsi in assenza di istidina? L'esperimento 
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viene ripetuto in presenza di 0,4 ug di 2-amminoantra- 
cene. Il numero delle colonie prodotte dopo due giorni 
di incubazione supera 10 000. Qual è il ruolo del 2-am- 
minoantracene? E che cosa si può supporre sulla sua 
cancerogenicità? 


13. Meccanismi di riparazione del DNA. Nelle cellu- 


le dei vertebrati e delle piante spesso si ha metilazio- 
ne della citosina del DNA per formare 5-metilcitosina 
(vedi la Figura 8.5a). Nelle stesse cellule esiste un mec- 
canismo di riparazione specializzato che riconosce gli 
appaiamenti sbagliati G="T e li converte in appaiamen- 
ti corretti G=C. In che modo questo sistema di ripara- 
zione potrebbe essere vantaggioso per la cellula? (Date 
una spiegazione in relazione alla presenza della 5-me- 
tilcitosina nel DNA.) 


14. Meccanismo di riparazione del DNA in pazienti af- 


fetti da xeroderma pigmentoso. La condizione nota 

come xeroderma pigmentoso (XP) ha origine da mu- 

tazioni presenti in almeno 7 diversi geni umani (vedi 

il Box 25.1). Le mutazioni sono generalmente presenti 

sui geni che codificano gli enzimi coinvolti nel mecca- 

nismo di riparazione per escissione di nucleotidi. I va- 
ri tipi di XP sono indicati con le lettere da A a G (XPA, 

XPB, ecc.), con poche altre varianti riunite sotto la si- 

gla XP-V. 

Colture di fibroblasti prelevate da individui normali e 

da pazienti con XPG vengono irradiate con luce ultra- 

violetta. Il DNA viene isolato e denaturato, e il DNA 
risultante a catena singola viene caratterizzato trami- 
te ultracentrifugazione analitica. 

(a) Campioni derivati da fibroblasti normali mostra- 
no una riduzione significativa del peso molecolare 
medio del DNA a catena singola dopo irradiazione, 
mentre campioni derivati da fibroblasti XPG non 
mostrano questa riduzione. Sapete spiegare il per- 
ché? 

(b) Se si presuppone che il meccanismo di riparazio- 
ne per escissione di nucleotidi sia operativo, quale 
passaggio potrebbe essere difettoso nei fibroblasti 
di pazienti con XPG? Fornite una spiegazione. 


15. Intermedi di Holliday. In che cosa differiscono gli 


intermedi di Holliday che si formano nella ricombina- 
zione genetica omologa da quelli che si formano nella 
ricombinazione sito-specifica? 


16. Scissione degli intermedi di Holliday. Un interme- 


dio di Holliday si è formato tra due cromosomi omolo- 
ghi, in un punto compreso tra i geni A e B, come mo- 
strato nella figura. I cromosomi posseggono alleli dif- 
ferenti dei due geni (A e a, B e bh). Dove dovrebbe es- 
sere scisso l’intermedio di Holliday (nei punti X e/o Y) 
per formare un cromosoma avente (a) un genotipo Ab 
o (b) un genotipo ab? 


X 
A I 5 
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17. Connessione tra la replicazione e la ricombinazio- Sono stati misurati gli effetti di concentrazioni diffe- 


ne sito-specifica. La maggior parte dei ceppi selvatici 
di Saccharomyces cerevisiae ha copie multiple del pla- 
smide circolare 2 (così chiamato per la sua lunghez- 
za di circa 2 pm), formato da un DNA di circa 6300 
bp. Per la sua replicazione, il plasmide utilizza il siste- 
ma di replicazione della cellula ospite, sotto lo stesso 
controllo del cromosoma della cellula ospite, replican- 
dosi quindi solo una volta per ciclo cellulare. La repli- 
cazione del plasmide è bidirezionale, con le due for- 
celle di replicazione che iniziano in un singolo e ben 
definito punto di origine. Tuttavia, un ciclo di repli- 
cazione di un plasmide 24 può dar luogo a più di due 
copie del plasmide, e quindi a un’amplificazione del 
numero di copie del plasmide per cellula, quando la 
segregazione dei plasmidi al momento della divisio- 
ne cellulare lascia una cellula figlia con meno plasmi- 
di rispetto al normale complemento. Eamplificazione 
richiede un sistema di ricombinazione sito-specifica 
codificato dal plasmide, che serve per invertire una 
parte del plasmide rispetto all’altra. Spiegate come 
un evento di inversione sito-specifica possa portare 
all’amplificazione del numero di copie del plasmide. 
(Suggerimento: si consideri la situazione che si vie- 
ne a creare quando le forcelle di replicazione si sono 
duplicate a livello di un sito di replicazione, ma non 
dell’altro.) 


=N Problema sull’analisi dei dati 


18. Mutagenesi in Escherichia coli. Molti composti mu- 


tageni agiscono alchilando le basi del DNA. L'agente al- 
chilante R7000 (7-metossi-2-nitronafto[2,1-b]furano) 
è un mutageno molto potente. 


aa 
0 


R7000 


In vivo, ’ R7000 viene attivato dall’enzima nitroredutta- 
si. La forma attivata più reattiva si lega covalentemente 
al DNA, soprattutto, ma non esclusivamente, alle cop- 
pie di basi G=C. 

In uno studio condotto nel 1996, Quillardet, Touati e 
Hofnung analizzarono il meccanismo attraverso il qua- 
le )R7000 produce mutazioni in E. coli. Essi confronta- 
rono l’attività genotossica dell’R7000 in due ceppi di E. 
coli: il tipo selvatico (Uvr*) e un mutante privo dell’atti- 
vità uvrA (Uvr ; vedi la Tabella 25.6). Essi misurarono 
la frequenza della mutagenesi. In presenza di rifampi- 
cina, un inibitore dell’RNA polimerasi (vedi il Capitolo 
26), le cellule non crescono a meno che non avvenga- 
no mutazioni nel gene che codifica l’RNA polimerasi; 
quindi la comparsa di colonie resistenti alla rifampici- 
na costituisce un utile mezzo per misurare la frequen- 
za della mutagenesi. 


Mutanti rifampicina resistenti 


renti di R7000. I risultati sono riportati nel grafico se- 
guente. 


1000 
Uvr Uvrt 
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(a) Perché sono stati prodotti dei mutanti anche senza 
l'aggiunta di R7000? 

Quillardet e collaboratori misurarono anche la fre- 

quenza di sopravvivenza di batteri trattati con diverse 

concentrazioni di R7000. 
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(b) Spiegate perché il trattamento con R7000 è letale 
per le cellule. 

(c) Spiegate le differenze nelle curve di mutagenicità 
e nelle curve di sopravvivenza dei due tipi di batte- 
ri, Uvr* e Uvr”, mostrate nei due grafici. 

I ricercatori misurarono poi la quantità di R7000 le- 

gato covalentemente al DNA dei due ceppi di E. coli 

Uvr* e Uvr”. Essi incubarono i batteri con [*H]R7000 

per 10 e 70 minuti, estrassero il DNA, e misurarono 

il suo contenuto in *H in conti per minuto (cpm) per 

ug di DNA. 


*H nel DNA 

(cpm/ug) 
Tempo (min) Uvr® Uvr 
10 76 159 
70 69 228 


(d) Spiegate perché la quantità di *5H diminuisce nel 
tempo nel ceppo Uvr*, mentre aumenta nel ceppo 
Uvr.. 

Quillardet e collaboratori hanno poi studiato le varia- 

zioni di sequenza nel DNA causate dall’R7000 nei bat- 

teri Uvr* e Uvr”. Per questo essi utilizzarono sei diversi 
ceppi di E. coli, ciascuno con una differente mutazione 
puntiforme nel gene lacZ che codifica la B-galattosida- 
si (questo enzima catalizza la stessa reazione della lat- 
tasi; vedi la Figura 14.11). Le cellule con una qualun- 
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que di queste mutazioni possiedono una -galattosida- 
si non funzionante e non sono in grado di metaboliz- 
zare il lattosio (cioè corrispondono al fenotipo Lac ). 
Ciascun tipo di mutazione puntiforme richiedeva una 
specifica mutazione revertante per riacquisire la fun- 
zione del gene lacZ e il fenotipo Lac*. Ponendo le cel- 
lule in piastra con un mezzo contenente lattosio come 
unica fonte di carbonio, è stato possibile selezionare le 
cellule Lac* con il gene riattivato. Dal numero di cel- 
lule Lac* dopo la mutagenesi di un particolare ceppo i 
ricercatori hanno potuto misurare la frequenza di cia- 
scun tipo di mutazione. 

Dapprima essi identificarono lo spettro di mutazione 
nelle cellule Uvr”. La tabella seguente mostra i risul- 
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(f) Le mutazioni che avete elencato in (e) possono es- 
sere spiegate assumendo che 1’R7000 si sia legato 
covalentemente alla coppia di basi G=C? Spiegate 
la risposta. 

(g) La Figura 25.27b mostra come la metilazione dei 
residui di guanina possa condurre a una mutazio- 
ne G=C in A=T. Dimostrate come un addotto 
G-R7000 possa condurre alla mutazione G=C in 
A=Toin T=A, come riportato sopra. Quale base 
si accoppia con l’addotto G-R7000? 

I risultati relativi ai batteri Uvr* sono mostrati nella ta- 

bella seguente. 


Numero delle cellule Lac* (media + SD) 


CC101 CC102 CC103 CC104 CC105 CC106 
tati di sei ceppi, dal CC101 al CC106 (dove le mutazio- (A=T (G=C (G=C (6G=C (A=T (A=T 
ni puntiformi che producono le cellule Lac* sono in- —R7000 in in in in in in 
dicate fra parentesi). (ug/mL) C=G) A=T) C=G) T=4A) T=4A) G=C) 

2+2 1049  3+3 42 621 051 
Numero delle cellule Lac* (media + SD) 746 21+9 8+3  23+15 13+1 Lat 
CC101 CC102 CC103 CC104 CC105 CC106 
(A=T (6=C (6G=C (G=C (A=T (A=T 4+3 157  22*2 68425 67+14 11 
R7000 in in in in in in (h) Questi risultati mostrano che tutti i tipi di mutazio- 
(emi 0), SD ZO AS ASI TO) ne vengono riparati con la stessa fedeltà? Rispon- 
0 6t30 11590 2X%1 533 21 141 dete fornendo una spiegazione plausibile. 
0,075 24+19 34+3 8+t4 82+23 40+14 442 
0,15 24+4  26+2 9+5 180+71 130+50 3+2 Riferimento bibliografico 


(e) Quali tipi di mutazione mostrano un aumento si- 
gnificativo al di sopra della soglia a seguito del trat- 
tamento con R7000? Date una spiegazione plausibi- 
le del perché alcune mutazioni hanno una frequen- 
za maggiore di altre. 


Quillardet, P., Touati, E., e Hofnung, M. (1996) 
Influence of the uvr-dependent nucleotide excision 
repair on DNA adducts formation and mutagenic 
spectrum of a potent genotoxic agent: 7-methoxy-2- 
nitronaptho[2,1-b]furan (R7000). Mutat. Res. 358, 
pp. 113-122. 
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N espressione dell’informazione contenuta in un ge- 

ne implica sempre la produzione di una molecola 

di RNA trascritta da un DNA stampo. A prima vista, 

una catena di RNA può sembrare molto simile a una ca- 

tena di DNA, differendo da essa soltanto per il gruppo os- 

sidrilico in posizione 2' dell’aldopentosio e per la sostitu- 

zione della timina con l’uracile. Tuttavia, a differenza del 

DNA, la maggior parte degli RNA è sotto forma di catene 

singole che si avvolgono su se stesse, producendo variazio- 

ni strutturali molto più numerose di quante se ne possano 

avere con il DNA (Capitolo 8). PRNA è pertanto capace di 
svolgere numerose funzioni cellulari. 

ERNA è l’unica macromolecola nota che ha funzioni sia 
nella conservazione e trasmissione dell'informazione sia nel- 
la catalisi, inducendo a pensare che possa essere stato l’in- 
termedio chimico essenziale per lo sviluppo della vita su 
questo pianeta. La scoperta di RNA catalitici, o ribozimi, ha 
indotto a modificare la definizione stessa di enzima, esten- 
dendola oltre i confini delle proteine. Le proteine tuttavia 
restano essenziali per ’RNA e le sue funzioni. In una cellu- 
la attuale, tutti gli acidi nucleici, compresi gli RNA, formano 
complessi con le proteine. Alcuni di questi complessi sono 
piuttosto elaborati e PRNA può assumere ruoli strutturali 
o catalitici all’interno di complicati macchinari biochimici. 

Con l’unica eccezione dei genomi a RNA di alcuni vi- 
rus, tutte le molecole di RNA hanno origine da informa- 
zioni permanentemente immagazzinate nel DNA. In un 
processo chiamato trascrizione, un sistema enzimatico 
converte l'informazione genetica di un segmento di DNA 
a doppia elica in una catena di RNA con una sequenza di 
basi complementare a una delle due catene del DNA. Ven- 
gono prodotti tre tipi principali di RNA. ERNA messag- 
gero (mRNA) contiene le sequenze che codificano la se- 
quenza degli amminoacidi di uno o più polipeptidi, speci- 
ficate da un gene o da un insieme di geni. ERNA transfer 
(di trasferimento, tRNA) è un adattatore che legge l’infor- 
mazione codificata nell’'mRNA e trasferisce l’appropriato 
amminoacido alla catena proteica nascente durante la sin- 
tesi proteica. Le molecole di RNA ribosomiale (rRNA) 
fanno parte dei ribosomi, le complesse strutture cellulari 


dove vengono sintetizzate le proteine. Inoltre, numerosi 
altri RNA specializzati hanno funzioni regolatrici e cata- 
litiche oppure sono precursori di una delle tre classi prin- 
cipali di RNA. Queste molecole di RNA con funzioni spe- 
ciali non sono più considerate come specie secondarie ri- 
spetto alle tre forme classiche. Nei vertebrati, il numero 
degli RNA che non rientrano in una di queste tre catego- 
rie (MRNA, tRNA, rRNA) sembra essere molto più eleva- 
to di quelli che vi rientrano. 

Durante la replicazione, normalmente viene copiato 
l’intero cromosoma; al contrario, la trascrizione è invece 
molto selettiva: soltanto particolari geni o gruppi di geni 
vengono trascritti in ogni circostanza e alcuni segmenti 
di DNA non vengono mai trascritti. La cellula limita l’e- 
spressione dell’informazione genetica alla formazione dei 
prodotti genici necessari in ogni dato momento. Sequen- 
ze regolatrici specifiche indicano l’inizio e la fine dei seg- 
menti di DNA che devono essere trascritti e anche quale 
delle due catene di DNA deve essere usata come stampo. 
Il trascritto può a sua volta interagire con altre molecole 
di RNA, all’interno di un complesso programma di rego- 
lazione. Il controllo della trascrizione è descritto in detta- 
glio nel Capitolo 28 . 

insieme di tutte le molecole di RNA prodotte dalla cel- 
lula in una particolare condizione metabolica è detto tra- 
scrittoma. Poiché la frazione del genoma umano costituito 
da geni che codificano le proteine è relativamente piccola, si 
potrebbe pensare che venga trascritta solo una piccola parte 
del genoma; in realtà non è così. analisi dei trascritti con la 
tecnica del microarray ha evidenziato che gran parte del ge- 
noma dell’uomo e degli altri mammiferi viene trascritto in 
RNA. I prodotti predominanti non sono gli mRNA, i tRNA 
e gli rRNA, ma piuttosto numerosissime molecole di RNA 
con funzioni speciali, molte delle quali devono essere anco- 
ra definite. Sembra che queste molecole siano coinvolte nel- 
la regolazione dell’espressione genica, mentre di altre, che 
via via vengono scoperte, non si conosce ancora la funzione. 

In questo capitolo esamineremo la sintesi dell'RNA su 
uno stampo di DNA, le modificazioni che avvengono do- 
po la sintesi e infine il turnover delle molecole di RNA. In 
questo contesto incontreremo molte delle funzioni spe- 
cializzate dell’RNA, comprese quelle catalitiche. È inte- 
ressante notare che substrati per gli RNA con funzione 
enzimatica sono spesso altre molecole di RNA. Descrive- 
remo anche sistemi in cui l’RNA è lo stampo e il DNA è il 
prodotto, e non viceversa. Così le vie dell’informazione di- 
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ventano circoli chiusi, rivelando che la sintesi degli acidi 
nucleici stampo-dipendente obbedisce a regole standard 
indipendentemente dalla natura dello stampo e del pro- 
dotto (RNA o DNA). Questo esame dell’interconversione 
biologica tra DNA ed RNA in qualità di trasportatori di 
informazione induce a nuove considerazioni sulle origini 
dell’informazione biologica. 


Sintesi dell'RNA dipendente dal DNA 


Possiamo iniziare la nostra discussione sulla sintesi del- 
PPRNA confrontando la trascrizione con la replicazione del 
DNA (Capitolo 25). La trascrizione è molto simile alla re- 
plicazione per quanto riguarda il meccanismo chimico, la 
polarità (la direzione della sintesi) e l’uso di uno stampo. 
Come la replicazione, la trascrizione ha delle fasi di inizio, 
di allungamento e di terminazione, sebbene nella lettera- 
tura riguardante la trascrizione la fase d’inizio venga ulte- 
riormente divisa in altre due fasi distinte di legame al DNA 
e di inizio della sintesi dell’RNA. Replicazione e trascrizio- 
ne, tuttavia, differiscono per il fatto che la trascrizione non 
richiede un primer e generalmente interessa brevi segmen- 
ti di una molecola di DNA. Inoltre, nell’ambito di tali seg- 


(a) 


Filamento | 
di DNA 317 
stampo 


5° 


NTP 


Filamento entrante 


di DNA 5 
crescente» 


RNA 
polimerasi Asp Asp \ 


Figura 26.1 X} MECCANISMO D'AZIONE Trascrizione 
effettuata dalla RNA polimerasi in E. coli. Per favorire la sintesi 
di una catena di RNA complementare a una delle due catene del 
DNA a doppia elica, il DNA viene disavvolto in modo transitorio. 
(a) Meccanismo catalitico della sintesi di RNA da parte dell'RNA 
polimerasi. Si noti che è essenzialmente lo stesso meccanismo 
utilizzato dalla DNA polimerasi (vedi la Figura 25.5a). La reazione 
coinvolge due ioni Mg?* coordinati ai gruppi fosforici dell'NTP 
entrante e a tre residui di Asp, che sono altamente conservati nelle 
RNA polimerasi di tutte le specie. Uno ione Mg?* facilita l'attacco 
del gruppo ossidrilico 3'sul gruppo fosforico a dell'NTP; l'altro 
ione Mg?* facilita il distacco del pirofosfato, ed entrambi gli ioni 
metallici stabilizzano lo stato di transizione pentacovalente. (b) 
Circa 17 coppie di basi sono continuamente disavvolte durante 
la sintesi. L'RNA polimerasi e la bolla di trascrizione si spostano da 
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menti solo una delle due catene di DNA serve da stampo 
per una particolare molecola di RNA. 


e L'RNA viene sintetizzato dalle RNA polimerasi 

La scoperta della DNA polimerasi e della sua dipendenza 
da una molecola stampo ha suggerito di cercare un enzi- 
ma che potesse sintetizzare una catena di RNA comple- 
mentare a uno stampo di DNA. La presenza di tale enzi- 
ma in estratti di cellule, in grado di formare un polimero 
di RNA a partire da ribonucleosidi 5'-trifosfato, fu dimo- 
strata negli anni ’60 indipendentemente da quattro gruppi 
di ricerca. In seguito il lavoro sull’RNA polimerasi purifi- 
cata di Escherichia coli aiutò a chiarire le proprietà fonda- 
mentali della trascrizione (Figura 26.1). Questo enzima, 
l’RNA polimerasi DNA-dipendente (diretta dal DNA), 
necessita, oltre che di uno stampo di DNA, di tutti e quat- 
tro i ribonucleosidi 5'-trifosfato (ATP, GTP, UTP e CTP), 
quali precursori delle unità nucleotidiche dell'RNA, e di 
Mg°*. La proteina lega anche ioni Zn°*. La chimica di ba- 
se e il meccanismo della sintesi dell'RNA sono molto si- 
mili a quelle del DNA (vedi la Figura 25.5a). L’RNA poli- 
merasi allunga la catena di RNA aggiungendo unità ribo- 
nucleotidiche all'estremità ossidrilica 3’ della catena di 
RNA e, pertanto, costruisce molecole di RNA nella dire- 


(b) 


Direzione della trascrizione 


Filamento di DNA 
Stampo 


Non stampo 


(c) 


Superavvolgimenti 
negativi 


Superavvolgimenti 
positivi 


Direzione della trascrizione 


DNA 


del DNA 5; A 
DNA E "” Canale di ingresso 
Uscita dell'RNA “» dell’NTP 


sinistra verso destra come illustrato, facilitando la sintesi dell'RNA. 

Il DNA viene disavvolto in avanti e riavvolto all'indietro amano a 
mano che la sintesi dell'RNA procede. Nel momento in cui il DNA si 
riavvolge, l'ibrido RNA-DNA si dissocia e la catena di RNA si stacca. (c) 
Lo scorrimento di una RNA polimerasi lungo il DNA tende a creare 
superavvolgimenti positivi (DNA iperavvolto) davanti alla bolla di 
trascrizione e superavvolgimenti negativi (DNA ipoavvolto) dietro 

di essa. L'RNA polimerasi è in stretto contatto sia con il DNA davanti 
alla bolla di trascrizione sia con le catene di DNA separate e con l'RNA 
all'interno e immediatamente al di là della bolla. Un canale fa entrare 
nella proteina nuovi nucleosidi trifosfato (NTP) in corrispondenza 

del sito attivo della polimerasi. La zona di contatto tra la polimerasi e 
il DNA è di circa 35 coppie di basi durante l'allungamento. Le frecce 
rosse indicano il senso in cui il DNA e l'ibrido RNA-DNA devono 
ruotare affinché questo processo avvenga. 
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(539) CGCTATAGCGTTT(3) 


(8') GCGATATCGCAAA(5) Catena stampo di DNA 


(5') CGCUAUAGCGUUU(3')  Trascritto di RNA 


zione 5'—+3'. Il gruppo ossidrilico 3’ agisce da nucleofilo, 
attaccando il gruppo fosforico a del ribonucleoside trifo- 
sfato entrante (Figura 26.1a) e liberando pirofosfato. La 
reazione complessiva è: 


(NMP), + NTP —> 
RNA 


(NMP) n+1 
RNA allungato 


+ PP; 


ERNA polimerasi ha bisogno del DNA per funzionare ed è 
più attiva su stampi di DNA a doppia elica. Come già men- 
zionato, solo una delle due catene di DNA viene usata co- 
me stampo. Il filamento stampo del DNA è copiato in di- 
rezione 3'+5' (antiparallela alla nuova catena di RNA), 
proprio come nella sintesi del DNA. Ogni nucleotide del- 
l’RNA neosintetizzato viene scelto secondo le regole di ap- 
paiamento delle basi di Watson-Crick: residui di U vengo- 
no inseriti nell’RNA per appaiarsi ai residui di A del DNA 
stampo, residui di G sono inseriti per appaiarsi a residui 
di C, e così via. La geometria dell’accoppiamento delle ba- 
si (vedi la Figura 25.6) potrebbe avere un ruolo importan- 
te nella loro selezione. 

A differenza della DNA polimerasi, RNA polimerasi 
non ha bisogno di un primer per iniziare la sintesi. L'inizio 
avviene quando l’RNA polimerasi si lega in corrisponden- 
za di specifiche sequenze di DNA chiamate promotori (de- 
scritti in seguito). Il gruppo trifosforico in 5’ del primo re- 
siduo di una catena nascente di RNA non viene scisso per 
liberare PP;, ma resta intatto durante tutta la trascrizione. 
Nella fase di allungamento della trascrizione, la nuova ca- 
tena di RNA risulta temporaneamente appaiata allo stam- 
po di DNA, formando una breve doppia elica ibrida RNA- 
DNA di circa otto coppie di basi (Figura 26.1b). ERNA di 
questo duplex ibrido si stacca dal DNA poco dopo la sua sin- 
tesi permettendo che il duplex di DNA si riformi. 

Per permettere alla RNA polimerasi di sintetizzare una 
catena di RNA complementare a una delle catene di DNA, 


is 


DNA 


Figura 26.3 Organizzazione dell’informazione codificante 

nel genoma di adenovirus. L'informazione genetica del genoma 
dell'adenovirus (un esempio abbastanza semplice) è codificata 

da una molecola di DNA a doppia catena di 36 000 coppie di basi; 
ciascuna delle catene codifica proteine. L'informazione per la 
maggior parte delle proteine è codificata dalla (cioè è identica alla) 
catena superiore, orientata per convezione da sinistra verso destra 
andando dall'estremità 5' all'estremità 3, ma alcune proteine vengono 


Catena non stampo (codificante) di DNA 


3,6 x 104 bp 
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Figura 26.2 Catena stampo e catena non stampo 
(codificante) del DNA. Le due catene complementari del DNA 
vengono definite in base alla loro funzione nella trascrizione. 

Il trascritto di RNA viene sintetizzato sulla catena stampo 
complementare, ed è identico nella sequenza (con U al posto di 
T) alla catena non stampo o codificante. 


il duplex di DNA deve disavvolgersi per un breve tratto, 
formando una “bolla” di trascrizione. Durante la trascri- 
zione, RNA polimerasi di E. coli mantiene disavvolte cir- 
ca 17 coppie di basi. ibrido RNA-DNA di otto basi viene 
a formarsi in questa regione disavvolta. l'allungamento di 
un trascritto da parte dell'RNA polimerasi di E. coli proce- 
de alla velocità di circa 50-90 nucleotidi al secondo. Poi- 
ché il DNA è unica, il movimento della bolla di trascri- 
zione richiede una considerevole rotazione delle molecole 
di acido nucleico. In molti DNA la rotazione viene limita- 
ta da proteine che legano il DNA e da altri tipi di limitazio- 
ni strutturali. Ne risulta che una RNA polimerasi in movi- 
mento genera onde di superavvolgimenti positivi in avanti 
e di superavvolgimenti negativi all’indietro rispetto al pun- 
to in cui sta avvenendo la trascrizione (Figura 26.1c). Tale 
superavvolgimento è stato osservato nei batteri, sia in vitro 
sia în vivo. Nella cellula i problemi topologici determinati 
dalla trascrizione vengono risolti grazie all’azione delle to- 
poisomerasi (Capitolo 24). 


59 Le due catene complementari di DNA assolvono 


funzioni differenti nella trascrizione. La catena che ser- 
ve da stampo per la sintesi dell'RNA viene chiamata cate- 
na stampo (o filamento stampo). La catena di DNA com- 
plementare allo stampo è chiamata catena (o filamento) 
non stampo o catena (o filamento) codificante e la sua 
sequenza di basi è identica a quella dell’RNA trascritto a 
partire dal gene, con U al posto di T (Figura 26.2). La cate- 
na codificante di un determinato gene può essere situata 
su entrambi i filamenti di un dato cromosoma (come mo- 
strato nella Figura 26.3 per un virus). Le sequenze regola- 
trici che controllano la trascrizione (descritte in seguito in 
questo capitolo) vengono per convenzione indicate dalle 
sequenze presenti nella catena codificante. 


<= du 


3! 
5! 


x 
x 


N Trascritti di RNA 


codificate da quella inferiore, che viene trascritta nella direzione 
opposta (e usa la catena in alto come stampo). La sintesi degli 

mRNA nell'adenovirus è in realtà molto più complessa di quella qui 
illustrata. Molti degli mRNA codificati dalla catena superiore vengono 
inizialmente sintetizzati come un unico lungo trascritto (25 000 
nucleotidi), che viene successivamente scisso per produrre i diversi 
mRNA. L'adenovirus causa infezioni delle alte vie respiratorie in alcuni 
vertebrati. 
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Figura 26.4 Struttura dell'’oloenzima della RNA polimerasi del 
batterio Thermus aquaticus. (Derivata da PDB ID 1 HOM) La struttura 
globale tridimensionale di questo enzima è molto simile a quella 
della RNA polimerasi di E. coli; la struttura mostrata qui non contiene 
DNA o RNA. Le diverse subunità dell'RNA polimerasi batterica 
conferiscono all'enzima la forma di una chela di granchio. Le parti 
della pinza sono formate dalle grandi subunità f e 3 Le subunità 
sono mostrate con gli stessi colori sia nella rappresentazione 
schematica sia nella struttura a nastro. 


ERNA polimerasi diretta dal DNA di E. coli è un enzima 
complesso e di grandi dimensioni costituito da un nucleo 
con cinque subunità (c.BB'%; M, 390 000) e da una sesta 
subunità, chiamata o, che presenta diverse varianti, distin- 
te mediante l’indicazione della loro massa molecolare. La 
subunità o si lega al nucleo dell’enzima in modo transitorio 
e lo dirige verso siti di legame specifici sul DNA (descritti 
in seguito). Queste sei subunità costituiscono l’oloenzima 
della RNA polimerasi (Figura 26.4). Foloenzima della RNA 
polimerasi di E. coli può trovarsi quindi in diverse forme a 
seconda del tipo di subunità o presente; la più comune di 
queste è 07° (M, 70 000) e tutta la discussione seguente si 
basa sul funzionamento del relativo oloenzima. 

Le RNA polimerasi non svolgono un'attività di proof- 
reading (correzione delle bozze) esonucleasica 3'+B' (co- 
me quella presente in molte DNA polimerasi) e la frequen- 
za dell’errore è maggiore di quella per la replicazione del 
DNA cromosomico; un errore ogni circa 10*-10° ribonu- 
cleotidi incorporati nell’RNA. Dato che da un unico ge- 
ne vengono prodotte in genere varie copie di RNA e che 
tutte le copie di RNA alla fine sono degradate e sostitui- 
te, un errore in una molecola di RNA ha conseguenze me- 
no gravi per la cellula di un errore nel DNA, che porta a 
un’informazione sbagliata conservata permanentemente. 
Molte RNA polimerasi, come l’RNA polimerasi batterica e 
l’RNA polimerasi eucariotica II (discussa in seguito), ef- 
fettuano una pausa quando una base sbagliata viene ag- 
giunta durante la trascrizione e possono rimuovere i nu- 
cleotidi sbagliati dall’estremità 3' del trascritto mediante 
una inversione diretta della reazione polimerasica. Non 
sappiamo però ancora se tale attività sia una vera corre- 
zione di bozze e in quale modo essa contribuisca alla fe- 
deltà della trascrizione. 


e  Lasintesi dell’RNA inizia a livello dei promotori 

Finizio della sintesi di RNA in punti casuali di una moleco- 
la di DNA sarebbe un processo estremamente dispendio- 
so. ERNA polimerasi si lega, invece, a specifiche sequen- 
ze del DNA chiamate promotori, che dirigono la trascri- 
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zione dei segmenti adiacenti di DNA (i geni). Le sequen- 
ze adiacenti ai geni alle quali si legano le RNA polimerasi 
sono assai diverse fra loro e molti studi sono stati finaliz- 
zati all’identificazione di sequenze cruciali per la funzio- 
ne del promotore. 

In E. coli il legame del’RNA polimerasi avviene all’in- 
terno di una regione che si estende a partire da circa 70 
coppie di basi prima del sito d’inizio della trascrizione fi- 
no a circa 30 coppie di basi oltre questo sito. Per conven- 
zione, alle coppie di basi che seguono il punto di inizio di 
una molecola di RNA vengono assegnati numeri positivi e 
a quelle che precedono il sito d’inizio della sintesi dell'RNA 
numeri negativi. Quindi, la regione del promotore si esten- 
de tra le posizioni — 70 e +30. analisi e il confronto di se- 
quenze di molti promotori batterici (quelli riconosciuti dal- 
l’oloenzima dell’RNA polimerasi contenente 0°) hanno ri- 
velato similitudini in due brevi sequenze localizzate in po- 
sizione —10 e —35 (Figura 26.5). Queste sequenze sono im- 
portanti siti di interazione per la subunità 07°. Sebbene le 
sequenze non siano identiche in tutti i promotori batterici, 
alcuni nucleotidi che si trovano più frequentemente di altri 
in certe posizioni formano ciò che si chiama una sequen- 
za consenso (si ricordino le sequenze consenso di oriC nel 
cromosoma di E. coli; vedi la Figura 25.10). La sequenza 
consenso per la regione — 10 è (5’)TATAAT(3') e la sequen- 
za consenso della regione —35 è (5‘)TTGACA(3"). Un ter- 
zo elemento di riconoscimento ricco di AT viene chiama- 
to elemento UP (upstream promoter, promotore a monte) 
ed è presente tra le posizioni —40 e —60 dei promotori di 
alcuni geni espressi a livelli elevati. elemento UP è rico- 
nosciuto dalla subunità a dell’RNA polimerasi. Pefficien- 
za con cui RNA polimerasi si lega e inizia la trascrizione a 
partire dal promotore viene determinata in gran parte da 
queste sequenze, dallo spazio esistente tra loro e dalla lo- 
ro distanza dal sito d’inizio della trascrizione. 

Numerose prove ottenute da ricerche indipendenti at- 
testano l’importanza funzionale delle regioni —35 e —10. 
Mutazioni che alterano la funzione di un dato promotore 
generalmente interessano una delle coppie di basi di que- 
ste regioni. Inoltre, variazioni naturali della sequenza con- 
senso influenzano l'efficienza del legame della RNA poli- 
merasi e dell’inizio della trascrizione. Differenze di poche 
coppie di basi possono determinare la diminuzione del le- 
game di vari ordini di grandezza. La sequenza promotore 
stabilisce quindi un livello basale di espressione che può 
variare molto da un gene all’altro di E. coli. Un metodo che 
fornisce informazioni circa l'interazione tra RNA polime- 
rasi e promotori è illustrato nel Box 26.1. 

Il meccanismo di inizio della trascrizione e il ruolo del- 
la subunità o cominciano a essere meglio definiti (Figu- 
ra 26.6). Il meccanismo è costituito da due fasi, la fase di 
legame e la fase di inizio, ognuna suddivisibile in varie 
tappe. Nella prima fase, la polimerasi si lega al promoto- 
re guidata dalla subunità o. Si formano poi in successio- 
ne un complesso chiuso (nel quale il DNA legato è ancora 
intatto) e un complesso aperto (nel quale il DNA legato è 
parzialmente disavvolto vicino alla sequenza —10). Nella 
seconda fase, la trascrizione ha inizio nel complesso, ge- 
nerando una modificazione conformazionale che conver- 
te il complesso nella forma che favorisce l'allungamento, 
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Elemento UP 


| | Regione-35 


Sequenza 
consenso 


{_INNAAAAATATTTTNNAAAANNNN] TTGACA 


rrnB PIL |]AGAAAATTATTTTAAATTTCCIN] TIGTCA 


lac TTTACA 


recA 


Figura 26.5 Sequenze di cinque promotori di E. coli riconosciute 
dall’oloenzima della RNA polimerasi contenente 07°. Tutte 

le sequenze illustrate sono quelle della catena codificante (non 
stampo) lette da sinistra verso destra in direzione 5'‘—3/ come vuole 

la convenzione in questo tipo di rappresentazioni. Le sequenze dei 
promotori variano tra loro, ma il confronto di numerose sequenze di 
promotori evidenzia omologie, soprattutto nelle regioni -10 e -35. La 
sequenza chiamata elemento UP, non sempre presente tra i promotori 
di E. coli, è mostrata all'interno del promotore P1 che stimola la 


seguita dal movimento del complesso di trascrizione fuori 
dal promotore (distacco dal promotore). Alcune di queste 
tappe possono essere influenzate dalla composizione di se- 
quenze specifiche del promotore. La subunità o si dissocia 
casualmente quando la polimerasi entra nella fase di allun- 
gamento. La proteina NusA (M, 54 430) si lega all’RNA po- 
limerasi in fase di allungamento, competendo con la sub- 
unità o. Una volta completata la trascrizione, la proteina 
NusA si dissocia dall’enzima e la DNA polimerasi si stac- 
ca a sua volta dal DNA; la subunità o (07° o un’altra) può 
ora legarsi all’enzima per iniziare una nuova trascrizione. 

E. coli possiede altre classi di promotori, che si legano 
all’oloenzima RNA polimerasi con differenti subunità o 
(Tabella 26.1). Un esempio è quello dei promotori dei ge- 
ni di risposta allo shock termico (heat shock genes). I pro- 
dotti di questi geni vengono sintetizzati a livelli più elevati, 
quando le cellule subiscono un danno dovuto per esempio 
a un aumento brusco della temperatura. ERNA polimera- 
si si lega ai promotori di questi geni solo quando o”° viene 
sostituita dalla subunità 0°° (M, 32 000), che è specifica 
per il promotore dello shock termico (vedi la Figura 28.3). 
Utilizzando specifiche subunità o, la cellula può coordi- 
nare l’espressione di diversi gruppi di geni, modulando in 
tal modo i principali processi fisiologici cellulari. La natura 
dei geni espressi dipende dalla disponibilità delle differen- 
ti subunità o, a sua volta determinata da diversi elemen- 
ti: le velocità relative della loro sintesi e degradazione, le 
modificazioni post-sintetiche che fanno passare le singole 
subunità o da una forma attiva a una forma inattiva, e da 
una classe speciale di proteine anti-0, ciascuna delle qua- 
li si lega a una particolare subunità o (rendendola non di- 
sponibile per l’inizio della trascrizione). 


TTGATA 
araBAD Ch GACG | TACGIGRI 


trascrizione del gene rrnB P1 per l'RNA ribosomiale. Gli elementi UP 

si trovano generalmente nella regione tra -40 e -60 e stimolano la 
trascrizione a livello dei promotori che contengono queste sequenze. 
L'elemento UP del promotore di rrnB P1 è compreso nella regione tra 
-38 e -59. La sequenza consenso dei promotori di E. coli riconosciuta 
da 07° è la seconda, a partire dall'alto. Le regioni interposte o 
spaziatori contengono un numero variabile di nucleotidi (N). Viene 
indicato soltanto il primo nucleotide che codifica il trascritto di RNA 
(nella posizione +1). 


e Latrascrizione è regolata a diversi livelli 

La richiesta cellulare di un determinato prodotto genico 
può variare molto, a seconda delle condizioni della cellula 
e dei suoi diversi stadi di sviluppo. La trascrizione di cia- 
scun gene è accuratamente regolata per fornire alla cellu- 
la le proteine solo nella quantità necessaria. Il processo di 
regolazione può avvenire durante ogni fase della trascri- 
zione, compresi l'allungamento e la terminazione. Tutta- 
via, la regolazione avviene principalmente a livello del le- 
game della polimerasi e della tappa iniziale della trascri- 
zione, come illustrato nella Figura 26.6. Le differenze nel- 
le sequenze dei promotori sono soltanto uno dei diversi 
livelli di controllo. 

Il livello di espressione genica può anche essere in- 
fluenzato dal legame di proteine a sequenze poste sia vi- 
cino, sia lontano dal sito del promotore. Tale legame può 
attivare la trascrizione, facilitando il legame della RNA po- 
limerasi o stimolando tappe successive nel processo di ini- 
zio, oppure reprimerla bloccando l’attività della polimerasi. 
In E. coli un esempio di proteina che attiva la trascrizione 
è la proteina recettore per il cAMP (CRP), che aumen- 
ta i livelli di trascrizione dei geni che codificano gli enzi- 
mi che metabolizzano zuccheri diversi dal glucosio, quan- 
do le cellule sono coltivate in assenza di questo zucchero. 
I repressori sono proteine che bloccano la sintesi di RNA 
in corrispondenza di geni specifici. Nel caso del represso- 
re Lac (Capitolo 28), la trascrizione dei geni degli enzimi 
necessari al metabolismo del lattosio è bloccata quando il 
lattosio non è disponibile. 

Poiché la trascrizione è il primo passaggio di una com- 
plessa serie di reazioni ad alto consumo energetico che 
porta alla sintesi proteica, la regolazione dei livelli protei- 
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Box 26.1 |\ 


II footprinting, una tecnica derivata da principi utilizzati 
nel sequenziamento del DNA, viene usato per identifi- 
care le specifiche sequenze di DNA che si legano a una 
determinata proteina. Un frammento di DNA che si sup- 
pone contenga sequenze riconosciute da una proteina 
che lega il DNA viene isolato e marcato all'estremità di 
una catena (Figura 1). Iricercatori utilizzano poi reagenti 
chimici o enzimatici per produrre delle interruzioni ca- 
suali nel frammento di DNA (in media una per mole- 
cola). La separazione dei prodotti di scissione marcati 
(frammenti di lunghezza variabile) per mezzo di elet- 


Soluzione di frammenti di DNA identici 


marcati radioattivamente * a un’estremità di un filamento 


x > 
Tagli 
operati 
dalla DNasi 


* 3’ 
5 


DNasi I 
() 


Trattamento con DNasi 
in modo che ogni filament 
subisca (in media) * 
un unico taglio. 
Nella zona di legame 


polimerasi lascia la sua impronta sul promotore 


troforesi ad alta risoluzione evidenzia una serie di bande 
radioattive sovrapposte. In un’altra provetta, il processo 
di scissione viene ripetuto sul frammento di DNA origi- 
nario al quale è legata la proteina. La proteina impedisce 
la scissione del DNA nella regione alla quale è legata. I 
ricercatori poi sottopongono i prodotti di questa scissione 
a elettroforesi accanto ai prodotti della prima reazione. 
Uno spazio vuoto o “impronta” (footprint), evidenziato 
nella serie di bande radioattive derivate dal campione che 
contiene la proteina e attribuibile alla protezione del DNA 
operata dal legame con la proteina, indica le sequenze 
riconosciute dalla proteina. L'esatta 
localizzazione di questo sito di legame 
può essere determinata per mezzo del 
sequenziamento diretto (vedi la Figura 
8.34) del frammento di DNA originario, 
separando le bande di sequenza (non 
illustrate qui) sullo stesso gel conte- 
nente l'impronta. La Figura 2 mostra 
il risultato di un’analisi di footprinting 
per il legame dell’RNA polimerasi a un 


( con la RNA polimerasi = frammento di DNA contenente un pro- 
Î NORISAR AO motore. La polimerasi copre da 60 a 80 
nessun taglio cn 


* coppie di basi; la protezione esercitata 
dall’enzima legato si localizza nelle re- 
gioni —10 e —35. 


Catena non stampo 
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il sito dove la RNA polimerasi —» 
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«=» «—- Figura 2 Risultati dell'analisi di footprinting 
es a . . 
«—» «—» del legame della RNA polimerasi al promotore 
ca cr lac (vedi la Figura 26.5). In questo esperimento 
= I l'estremità 5’ della sequenza codificante è stata 


Figura 1 Analisi di footprinting del sito di legame dell'RNA polimerasi su un 
frammento di DNA. Sono stati eseguiti esperimenti separati in presenza (+) e in assenza 


(-) dell'RNA polimerasi. 


marcata radioattivamente. La corsia C è un 
controllo in cui il frammento di DNA marcato 
è stato scisso con un reagente chimico che 
produce un bandeggio più uniforme. 
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Figura 26.6 Inizio della trascrizione e allungamento catalizzati 
dalla RNA polimerasi di E. coli. L'inizio della trascrizione comprende 
diversi passaggi, generalmente divisi in due fasi: legame e inizio 

della trascrizione. Nella fase di legame, l'interazione iniziale dell'RNA 
polimerasi con il promotore conduce alla formazione di un complesso 
chiuso, nel quale il promotore è stabilmente legato all'enzima, ma 
non è svolto. Un tratto di DNA lungo da 12 a 15 coppie di basi (dalla 
regione -10 fino alla posizione +2 0 +3) si svolge per formare un 
complesso aperto. Contemporaneamente la proteina va incontro a 


ci, sia nei batteri che negli eucarioti, avviene a livello della 
trascrizione, in particolare nelle sue fasi iniziali. Nel Ca- 
pitolo 28 descriveremo molti meccanismi relativi a que- 
sta regolazione. 


e Sequenze specifiche segnalano la terminazione 
della sintesi dell'RNA 

La sintesi dell’RNA è processiva, cioè l’RNA polimerasi in- 
troduce un elevatissimo numero di nucleotidi in una mo- 
lecola di RNA in fase di allungamento prima della sua dis- 
sociazione (pagina 1038). Ciò è fondamentale perché se 
l'enzima rilasciasse prematuramente un trascritto non po- 
trebbe riprenderne la sintesi da quel punto, ma dovrebbe 


© 1nucdeo dell’RNA polimerasi 
si lega al promotore del DNA. 


Si forma la 
bolla di 
trascrizione. 


Complesso chiuso 


Complesso aperto 


6 Inizio della 


trascrizione. 


© Ildistacco del promotore 
è seguito dall’allungamento. 


diverse variazioni conformazionali. La fase di inizio comprende l’inizio 
della trascrizione e il distacco della polimerasi dal promotore (tappe 
da © a © nella figura). Una volta iniziato l'allungamento, la subunità 
o si distacca dall'enzima e viene sostituita dalla proteina NusA; la 
polimerasi abbandona il promotore ed è pronta per iniziare la fase di 
allungamento dell'RNA (tappa @). Quando la trascrizione è completa, 
I'RNA viene rilasciato, la proteina NusA si dissocia e l'RNA polimerasi 

si dissocia dal DNA (tappa @). Un'altra subunità o si lega all'RNA 
polimerasi e il processo ricomincia nuovamente. 


per forza ricominciare da capo. Tuttavia, quando l’RNA po- 
limerasi incontra particolari sequenze sul DNA, effettua 
una pausa nella sintesi dell’RNA e presso alcune di queste 
sequenze la sintesi si ferma. Il processo di terminazione 
non è molto chiaro negli eucarioti e, pertanto, la nostra at- 
tenzione si sposterà nuovamente sui batteri. In E. coli esi- 
stono almeno due classi di tali segnali di terminazione 0 
terminatori: una classe utilizza un fattore proteico chia- 
mato p (rho), mentre l’altra è p-indipendente. 

La maggior parte dei terminatori p-indipendenti è 
contraddistinta da due caratteristiche strutturali. La pri- 
ma è una regione che produce un trascritto di RNA con 
sequenze autocomplementari, determinando la formazio- 
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MI Tabella 26.1 Le sette subunità o di Escherichia coli 


Molecole/ Rapporto per cellula 
Subunità o Ki (nm) cellula* con l’oloenzima (%)* 
07° 0,26 700 78 
li 0,30 110 8 
058 4,26 <1 0 
0° 1,24 <10 0 
si 0,74 370 14 
0° 2,43 <10 0 
018 1,73 <1 0 
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Funzione 

Geni ad espressione costitutiva costante (housekeeping) 
Modulazione dei livelli cellulari dell’azoto 

Geni della fase stazionaria 

Geni dello shock termico 

Geni dei flagelli e della chemiotassi 

Funzioni extracitoplasmatiche; alcune funzioni nello shock termico 


Funzioni extracitoplasmatiche, incluso il trasporto del citrato ferrico 


Fonte: adattata da Maeda, H., Fujita, N., e Ishihama, A. (2000) Nucleic. Acids Res. 28, 3500. 
Nota: i fattori o sono ampiamente distribuiti nei batteri; il numero varia da un unico fattore o per cellula di Mycoplasma genitalium a 63 diversi fattori o nello 


Streptomyces coelicolor. 


# Numero approssimato di ciascuna subunità o per cellula, e frazione dell’oloenzima RNA polimerasi legato a ciascuna subunità o durante la fase esponenziale di cre- 
scita. I valori variano a seconda delle condizioni di crescita. La frazione di RNA polimerasi legata a ciascuna subunità o riflette sia la quantità di una specifica subunità, 


sia la sua affinità per l'enzima. 


ne di una struttura a forcina (vedi la Figura 8.19a), cen- 
trata da 15 a 20 nucleotidi prima della estremità termi- 
nale della catena di RNA. La seconda caratteristica è una 
fila di tre residui A nella catena stampo che vengono tra- 
scritti in U all'estremità 3’ della forcina. Quando la poli- 
merasi arriva a un sito di terminazione con questa strut- 
tura si ferma (Figura 26.7a). La formazione della struttu- 
ra a forcina nell’RNA distrugge molte coppie di basi A=U 
nel segmento ibrido DNA-RNA e potrebbe alterare anche 
importanti interazioni tra ’RNA e RNA polimerasi, faci- 
litando la dissociazione del trascritto. 

I terminatori p-dipendenti non possiedono la sequen- 
za di residui A ripetuti nello stampo, ma di solito hanno 
una sequenza ricca di CA detta elemento rut (rho utiliza- 
tion). La proteina p si associa all’RNA in corrispondenza 
di un sito di legame specifico e migra in direzione 5'—3' 
finché non raggiunge il complesso di trascrizione fermo 
in un sito di terminazione (Figura 26.7b). Qui essa contri- 
buisce al rilascio del trascritto di RNA. La proteina p pos- 
siede un'attività RNA-DNA elicasica che ne promuove la 
traslocazione lungo l’PRNA. PATP viene idrolizzato dalla 
proteina p durante il processo di terminazione. Il preciso 
meccanismo con cui la proteina promuove il rilascio del 
trascritto non è conosciuto. 


e  Lecellule eucariotiche hanno nel nucleo tre tipi di RNA 

polimerasi 
Lapparato preposto al processo di trascrizione nel nucleo 
delle cellule eucariotiche è molto più complesso di quel- 
lo dei batteri. Gli eucarioti possiedono tre RNA polimera- 
si, chiamate I, II e III, che sono complessi proteici distinti, 
ma con alcune subunità in comune. Ciascuna polimerasi 
ha una specifica funzione e si lega a una specifica sequen- 
za dei promotori. 

[RNA polimerasi I (Pol I) è responsabile della sintesi 
di un solo tipo di RNA, un trascritto chiamato RNA pre- 
ribosomiale (o pre-rRNA), che contiene i precursori del- 
PRNA 18S e 5,8 S e dell’rRNA 28S (vedi la Figura 26.24). 
I promotori della Pol I hanno sequenze diverse da una 
specie all'altra. La polimerasi II (Pol II) sintetizza invece 
gli mRNA e alcuni RNA specializzati. Fenzima riconosce 
migliaia di promotori con sequenze anche molto diverse 


tra loro. Alcuni promotori Pol II hanno qualche caratteri- 
stica sequenza in comune, tra cui il TATA box (sequenza 
consenso eucariotica TATA(A/T)A(A/T)(A/G)) vicina alla 
coppia di basi —30 e una sequenza Inr (iniziatore) vicina 
al sito di inizio della sintesi dell'RNA, in posizione +1 (Fi- 
gura 26.8). Questo tipo di promotori è però poco rappre- 
sentato e Pol II agisce quindi su molti promotori che non 
hanno quelle caratteristiche. 

ERNA polimerasi III (Pol III) sintetizza i tRNA, l’rRNA 
5S, e altri piccoli RNA con funzioni specializzate. I promo- 
tori riconosciuti dalla Pol III sono stati ben caratterizzati. 
È interessante notare che alcune delle sequenze necessa- 
rie per la regolazione dell’inizio della trascrizione da par- 
te della Pol III sono localizzate all’interno dello stesso ge- 
ne, mentre altre si trovano in posizioni più convenziona- 
li, cioè a monte del sito di inizio dell'RNA (Capitolo 28). 


e L'RNA polimerasi Il richiede molti altri fattori proteici 

per la sua attività 
ERNA polimerasi Il ha un ruolo centrale nell’espressio- 
ne genica degli eucarioti ed è stata studiata in dettaglio. 
Nonostante che questa polimerasi sia molto più comples- 
sa del suo corrispettivo batterico, la complessità cela una 
marcata conservazione di struttura, funzione e meccani- 
smo. La polimerasi II è un enzima di grandi dimensioni co- 
stituito da 12 subunità. La subunità maggiore (RPB1) mo- 
stra un alto grado di omologia con la subunità p' dell’RNA 
polimerasi batterica. Faltra subunità (RPB2) è struttural- 
mente simile alla subunità f batterica e altre due (RPB3 e 
RPB11) mostrano alcune omologie strutturali con le due 
subunità a batteriche. La Pol II deve funzionare con ge- 
nomi molto più complessi e con molecole di DNA impac- 
chettate in maniera molto più elaborata rispetto a quelle 
dei batteri. La necessità di contatti proteina-proteina con 
numerosi altri fattori proteici utili per muoversi in questo 
labirinto spiega in larga misura la maggiore complessità 
della polimerasi eucariotica. 

La subunità più grande di Pol II possiede anche una 
caratteristica insolita, cioè una lunga coda carbossitermi- 
nale che consiste in molte ripetizioni di una sequenza am- 
minoacidica di sette amminoacidi -YSPTSPS-. Ci sono 27 
ripetizioni nell’enzima del lievito (18 esattamente sovrap- 
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(a) Terminazione p-indipendente 


e = RNA 
= »/ polimerasi 


La sintesi dell'RNA 
incontra una sequenza 
di terminazione. 


Si forma una forcella di RNA a 
sequenza palindroma riducendo la 
lunghezza dell’ibrido RNA-DNA. 


5 3 e - ) 


L’MRNA viene rilasciato. 


Figura 26.7 Terminazione della trascrizione in E. coli. 

(a) La terminazione p-indipendente. L'RNA polimerasi effettua 
una pausa presso particolari sequenze sul DNA, alcune delle quali 
sono terminatori. A questo punto sono possibili due alternative: 
la polimerasi supera la sequenza e prosegue la sintesi dell'RNA 
oppure il complesso va incontro a modificazioni conformazionali 
(isomerizzazione). Nel secondo caso l'appaiamento 
intramolecolare di sequenze complementari nell'RNA appena 
sintetizzato porta alla formazione di una struttura a forcina 

che destabilizza l'ibrido DNA-RNA o le interazioni tra I'RNA e la 
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(b) Terminazione p-dipendente 


L’elicasi p si lega 
al sito rut. | 


sito rut 


elicasi p == 


u 


p 


ATP. ADP+P; 


L’elicasi p migra lungo l’mRNA fino 
all’RNA polimerasi di allungamento. 


L’elicasi p separa l'mRNA 
dallo stampo di DNA. 


polimerasi o entrambi, provocando l'isomerizzazione. La regione 
ibrida A=U all'estremità 3'del nuovo trascritto è relativamente 
instabile, e l'RNA si dissocia del tutto dal complesso provocando 
la terminazione della sintesi e la dissociazione del trascritto. 
Questi sono gli eventi che avvengono a livello della sequenza di 
terminazione. In altri siti di pausa, il complesso può superare 

il sito di isomerizzazione e continuare la sintesi dell'RNA. 

(b) La terminazione p-dipendente. Gli RNA contenenti un sito rut 
(in viola) incorporano l'elicasi p. L'elicasi p migra lungo I'mRNA in 
direzione 5'— 3°e si separa dalla polimerasi. 


—30 +1 
5' TATAAA 3° 
Varie sequenze TATA box Inr 


regolatrici 


Figura 26.8 Alcune sequenze comuni nei promotori riconosciuti 
dalla RNA polimerasi Il degli eucarioti. Il TATA box è il principale 
punto di organizzazione del complesso di preinizio della RNA 
polimerasi Il. II DNA viene disavvolto in prossimità della sequenza di 
inizio (Inr), e il sito di inizio della trascrizione è solitamente all'interno 
o molto vicino a questa sequenza. Nella sequenza consenso Inr 
mostrata nella figura, N rappresenta un nucleotide qualsiasi; Y un 
nucleotide pirimidinico. Molte altre sequenze sono siti di legame 
per un'ampia varietà di proteine che influenzano l’attività dell'RNA 
polimerasi II. Queste sequenze sono importanti nella regolazione dei 
promotori dell'RNA polimerasi Il e variano grandemente per numero 


e tipo; in genere il promotore eucariotico è molto più complesso di 
quanto mostrato qui (vedi la Figura 15.25). Molte di queste sequenze 
sono localizzate a poche centinaia di coppie di basi dalla sequenza del 
TATA box all'estremità 5‘; altre possono essere distanti anche migliaia 
di coppie di basi. Gli elementi di sequenza indicati qui sono molto più 
variabili nei promotori della RNA polimerasi Il degli eucarioti che nei 
promotori di E. coli (vedi la Figura 26.5). Molti promotori della RNA 
polimerasi Il non hanno la sequenza del TATA box oppure l'elemento 
di consenso Inr o entrambi. Ulteriori sequenze nelle vicinanze del 
TATA box e più a valle rispetto a Inr (a destra nel disegno) possono 
essere riconosciute da uno o più fattori di trascrizione. 


1090 Metabolismo dell'RNA 


CAPITOLO 26 


© 978-88-08-26148-9 


MI Tabella 26.2 Proteine necessarie alla trascrizione dei promotori della RNA polimerasi II (Pol II) negli eucarioti 


Funzioni 


Catalizza la sintesi dell’RNA 

Riconosce specificamente il TATA box 

Stabilizza il legame di TFIIB e TBP al promotore 

Si lega alla TBP; recluta il complesso RNA polimerasi II- TFIIF 
Recluta il TFIIH; ha attività di ATPasi ed elicasi 


Si lega strettamente all’RNA polimerasi II; si lega al TFIIB 
impedendo il legame della RNA polimerasi II a sequenze non 
specifiche del DNA 


Disavvolge il DNA in prossimità del promotore (attività 
elicasica); fosforila ’PRNA polimerasi II (all’interno del CTD); 
recluta le proteine deputate alla riparazione per escissione 
dei nucleotidi 


Fosforila la Pol II (all’interno del CTD) 


Numero 
Fattore di trascrizione di subunità M, delle subunità 
Inizio 
RNA polimerasi II 12 10 000-220 000 
TBP (proteina che lega il TATA box) 1 38 000 
TFIIA 3 12 000, 19 000, 35 000 
TFIIB 1 35 000 
TFIIE 2 34 000, 57 000 
TFIIF 2 30 000, 74 000 
TFIIH 12 35 000-89 000 
Allungamento* 
ELL** 1 80 000 
p-TEFb 2 43 000, 124 000 
SII (TFIIS) 1 38 000 
Elongina (SII) 3 15 000, 18 000, 110 000 


* Tutti i fattori di trascrizione sopprimono la pausa o l’arresto della trascrizione operata dal complesso RNA polimerasi II-TFIIF. 
#* Il nome deriva da eleven-nineteen lesine-rich leucemia. Il gene per la ELL è il sito degli eventi di ricombinazione cromosomica frequentemente associati con la leuce- 


mia mieloide acuta. 


ponibili alla sequenza consenso) e 52 (21 sovrapponibili) 
negli enzimi murini e umani. Questo dominio carbossiter- 
minale (CTD) è separato dal corpo principale della protei- 
na enzimatica da una sequenza di unione non strutturata. 
Il CTD ha molti ruoli importanti nella funzione di Pol II, 
come verrà sottolineato in seguito. 

ERNA polimerasi II richiede un gruppo di altre protei- 
ne, chiamate fattori di trascrizione, per formare il com- 
plesso attivo della trascrizione. I fattori di trascrizione 
generali necessari a qualsiasi promotore della Pol II (co- 
munemente indicati con TFII e con una lettera di identi- 
ficazione) sono molto conservati in tutti gli eucarioti (Ta- 
bella 26.2). II processo di trascrizione da parte di Pol II può 
essere suddiviso in diverse fasi: organizzazione, inizio, al- 
lungamento, terminazione, ognuna delle quali è associa- 
ta alla funzione di caratteristiche proteine (Figura 26.9). Il 
meccanismo descritto più avanti fase per fase porta all’at- 
tivazione in vitro della trascrizione. Nella cellula, molte 
di queste proteine possono essere presenti in una forma 
preorganizzata, che semplifica il meccanismo di associa- 
zione al promotore. Analizzando questo processo, si con- 
sulti la Figura 26.9 e la Tabella 26.2 per avere indicazioni 
sui molti fattori in gioco. 


Organizzazione dell’RNA polimerasi e dei fattori di 
trascrizione a livello del promotore La formazione di 
un complesso chiuso ha inizio quando la proteina che le- 
ga il TATA box (TBP) si associa alla sua sequenza bersaglio 
(Figura 26.9a, tappa © e Figura 26.9b). A livello dei pro- 
motori che non hanno il TATA box, TBP arriva come par- 
te di un complesso costituito da molte subunità, chiamato 
TFIID (non mostrato nella Figura 26.9). Gli elementi della 
sequenza che dirige il legame della TFIID ai promotori che 
non hanno il TATA box sono, al momento, poco conosciuti. 


La TBP a sua volta interagisce con il fattore di trascrizione 
TFIIB, che si lega anche al DNA dall’altro lato della TBP Il 
legame del fattore TFIIA, insieme a TFIIB, aiuta a stabilizza- 
re il complesso TBP-DNA. TFIIB fornisce un collegamento 
importante con la DNA polimerasi II e il complesso TFIIB- 
TBP si lega poi a un altro complesso formato dalla TFIIF e 
dalla Pol II. TFIIF indirizza la Pol II ai suoi promotori, sia in- 
teragendo con la TFIIB, sia impedendo il legame della poli- 
merasi a siti non specifici sul DNA. Infine, si legano TFIIE 
e TFIIH, creando il complesso chiuso. Il fattore TFIIH è 
costituito da molte subunità e svolge un'attività elicasica, 
che promuove lo svolgimento del DNA in prossimità del 
sito di inizio (un processo che richiede l’idrolisi dell'ATP); 
si forma così il complesso aperto (Figura 26.9a, tappa @). 
Contando tutte le subunità dei vari fattori essenziali (esclu- 
dendo il TFIIA e alcune subunità di TFIID), il complesso 


Figura 26.9 *) Trascrizione a livello del sito dei promotori della 
RNA polimerasi II. (a) La costruzione sequenziale di TBP (spesso con 
TFIA), TFIIB, TFIIF, più Pol II, TFIIE, e TFIIH porta alla formazione di un 
complesso chiuso. All’interno di questo complesso il DNA si svolge 

a livello della regione Inr, grazie all'attività elicasica di TFIIH, e forse 

di TFIIE, creando un complesso aperto. Il dominio carbossiterminale 
della subunità più grande della Pol Il viene fosforilato da TFIIH; 

la polimerasi può così abbandonare il promotore e iniziare la 
trascrizione. L'allungamento è accompagnato dal rilascio di molti 
fattori di trascrizione, ma è anche favorito da fattori di allungamento 
(vedi la Tabella 26.2). Dopo la terminazione, la Pol Il viene rilasciata, 
defosforilata e riciclata. (b) La proteina che lega il TATA box (TBP) 
umana legata al DNA, che in questo complesso risulta ripiegato; la 
scanalatura maggiore si apre in modo da permettere la formazione di 
legami idrogeno specifici fra la proteina e il DNA (PDB ID 1TGH). 

(c) La fase di allungamento vista attraverso una sezione del nucleo 
della Pol II. 
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nella sua forma minima possiede più di 30 polipeptidi. Gli 
studi strutturali condotti da Roger Kornberg e collaborato- 
ri hanno fornito un'immagine dettagliata del nucleo della 
RNA polimerasi II durante l'allungamento (Figura 26.9c). 


Inizio della sintesi dell’RNA e distacco del promotore 
Il fattore TFIIH ha un'ulteriore funzione durante la fase di 
inizio della trascrizione. L'attività chinasica di una delle sue 
subunità fosforila la Pol II in molti siti del dominio carbossi- 
terminale CTD (Figura 26.9a). Altre chinasi, come la CDK9 
(chinasi ciclina-dipendente 9), che è parte del complesso 
pTEFD (positive transcription elongation factor b) fosforilano 
il CTD, soprattutto a livello dei residui di serina delle sue 
sequenze ripetute. Questo provoca una variazione confor- 
mazionale dell’intero complesso, che dà inizio alla trascri- 
zione. La fosforilazione di CTD è importante anche per la 
successiva fase di allungamento; lo stato di fosforilazione di 
CTD cambia man mano che la trascrizione procede. Queste 
variazioni modificano le interazioni tra il complesso di tra- 
scrizione e le altre proteine o enzimi, con il risultato che le 
proteine che iniziano la trascrizione sono diverse da quelle 
che partecipano alle fasi successive. Alcune di queste pro- 
teine sono coinvolte anche nel processo di maturazione del 
trascritto (come descritto in seguito). 

Durante la polimerizzazione dei 60-70 nucleotidi ini- 
ziali dell’RNA, viene rilasciato prima il TFIIE, poi il TFIIH 
e la Pol II entra nella fase di allungamento. 


Allungamento, terminazione e rilascio Il TFIIF rima- 
ne associato alla Pol II durante la fase di allungamento. In 
questa fase, l’attività della polimerasi aumenta sensibil- 
mente a opera di alcune proteine, chiamate fattori di al- 
lungamento (Tabella 26.2). I fattori di allungamento, alcu- 
ni legati al CTD fosforilato, eliminano le pause durante la 
trascrizione e coordinano anche l’interazione tra comples- 
si proteici coinvolti nella maturazione post-trascrizionale 
degli mRNA. Una volta completato il trascritto, il proces- 
so ha termine. La Pol II viene defosforilata ed è pronta per 
dare inizio alla sintesi di un nuovo trascritto (Figura 26.9a, 
tappe dalla © alla 6). 


Regolazione dell’attività della RNA polimerasi II La 
regolazione della trascrizione a livello dei promotori della 
Pol II è molto complessa e comporta l'interazione di una 
grande varietà di proteine con il complesso di preinizio. 
Alcune di queste proteine regolatrici interagiscono con i 
fattori di trascrizione, altre con la Pol II stessa. La regola- 
zione della trascrizione è descritta in modo più dettaglia- 
to nel Capitolo 28. 


Altre funzioni di TFIIH Negli eucarioti la riparazione 
del DNA danneggiato (vedi la Tabella 25.5) è più efficien- 
te all’interno dei geni che vengono attivamente trascritti, 
piuttosto che a livello di altri siti di DNA danneggiati. La ca- 
tena di DNA stampo viene riparata con maggior efficienza 
della catena non stampo. Queste interessanti osservazioni 
possono essere spiegate tenendo conto dei ruoli alternati- 
vi delle subunità di TFIIH. TFIIH non solo partecipa alla 
formazione del complesso chiuso durante l’organizzazio- 
ne del complesso di trascrizione sopra descritto, ma alcu- 
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ne delle sue subunità sono anche componenti essenziali 
del complesso di riparazione per escissione dei nucleotidi 
(vedi la Figura 25.25). 


Quando la trascrizione a opera della Pol II si fer- 
Ea ma su un sito dove si trova una lesione del DNA, 

il TFIH interagisce con la lesione e recluta l’in- 
tero complesso di riparazione per escissione dei nucleoti- 
di. La mancanza di alcune subunità di TFIIH provoca l’in- 
sorgenza di alcune malattie. Ne sono esempi lo xeroderma 
pigmentoso (vedi il Box 25.1) e la sindrome di Cockayne, 


caratterizzata da arresto della crescita, fotosensibilizzazio- 
ne e disturbi di carattere neurologico. O 


e L'RNA polimerasi DNA-dipendente 

può essere selettivamente inibita 
Lallungamento delle catene di RNA da parte della RNA 
polimerasi sia nei batteri sia negli eucarioti viene inibito 
dall’antibiotico actinomicina D (Figura 26.10). La porzio- 
ne planare di questa molecola si inserisce nel DNA a dop- 
pia elica tra appaiamenti G=C consecutivi, deformando 
il DNA. Questa alterazione locale impedisce il movimen- 
to della polimerasi lungo lo stampo. Poiché l’actinomicina 
D inibisce l'allungamento dell'RNA sia in cellule integre, 
sia in estratti cellulari, è diventata molto utile per l’iden- 
tificazione di quei processi cellulari che dipendono dal- 
la sintesi di RNA. Lacridina inibisce la sintesi di RNA in 
modo analogo. 

La rifampicina inibisce la sintesi di RNA batterico le- 
gandosi specificamente alla subunità f delle RNA polime- 
rasi batteriche (vedi la Figura 26.6) e impedendo così la fa- 
se di distacco dal promotore della trascrizione. Essa è tal- 
volta usata come antibiotico. 

Il fungo velenoso Amanita phalloides ha evoluto un 
meccanismo di difesa molto efficace contro i predatori. 
Esso produce l’a-amanitina che impedisce la formazione 
di mRNA nelle cellule animali inibendo l’RNA polimera- 
si II e, a più alte concentrazioni, RNA polimerasi III. Né 
la Pol I né l’RNA polimerasi batterica e tanto meno ’RNA 
polimerasi II di A. phalloides sono sensibili all’a-amanitina. 


SOMMARIO 26.1 
Sintesi dell'RNA dipendente dal DNA 

e La trascrizione è catalizzata da RNA polimerasi di- 
pendenti dal DNA, che utilizzano ribonucleosidi 5’ 
trifosfato per sintetizzare un RNA complementare al 
filamento stampo del DNA a doppio filamento. La tra- 
scrizione avviene in più fasi: legame della RNA poli- 
merasi a un sito del DNA chiamato promotore, inizio 
della sintesi del trascritto, allungamento e termina- 
zione. 

e L’RNA polimerasi batterica richiede una specifica sub- 
unità per individuare il promotore. Poiché questa è 
la prima tappa obbligata della trascrizione, il legame 
della RNA polimerasi al promotore e l’inizio della tra- 
scrizione sono strettamente regolati. La trascrizione si 
ferma a livello di sequenze dette terminatori. 

e Le cellule eucariotiche possiedono tre tipi di RNA poli- 
merasi. Il legame della Pol II al suo promotore richiede 
una serie di proteine chiamate fattori di trascrizione. 
I fattori di allungamento partecipano alla fase di al- 
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lungamento della trascrizione. La subunità più grande 
della Pol II possiede un lungo dominio carbossitermi- 
nale che viene fosforilato durante le fasi di inizio e al- 
lungamento. 


Maturazione dell'RNA 


Molte molecole di RNA batterico e praticamente tutte 
quelle di RNA eucariotico subiscono modificazioni dopo 
essere state sintetizzate. Alcuni dei più significativi eventi 
molecolari del metabolismo dell’RNA avvengono proprio 
nell’ambito di queste reazioni post-sintetiche. Molto inte- 
ressante è il fatto che alcuni enzimi che catalizzano questi 
processi sono costituiti da RNA invece che da proteine. La 
scoperta di questi RNA catalitici, o ribozimi, ha provoca- 
to una rivoluzione di pensiero circa la funzione dell’RNA 
e le origini della vita. 

Una molecola di RNA appena sintetizzata è chiamata 
trascritto primario. Forse le modificazioni più radicali dei 
trascritti primari avvengono a carico degli mRNA eucario- 
tici e dei tRNA batterici ed eucariotici. Vengono modifica- 
te anche molecole di RNA che svolgono funzioni speciali. 

Il trascritto primario degli mRNA degli eucarioti con- 
tiene sequenze che comprendono un solo gene, anche se 
le sequenze che codificano i polipeptidi possono non esse- 
re contigue. I tratti non codificanti che interrompono la re- 
gione codificante del trascritto vengono chiamati introni e i 
segmenti codificanti sono chiamati esoni (vedi la discussio- 
ne sugli introni e gli esoni nel Capitolo 24). In un processo 
chiamato RNA splicing (o splicing dell’RNA), gli introni 
vengono rimossi dal trascritto primario e gli esoni vengono 
uniti formando una sequenza contigua che specifica un po- 
lipeptide funzionante. Gli mRNA eucariotici vengono an- 
che modificati a ciascuna estremità: una struttura chiama- 
ta cappuccio viene aggiunta all'estremità 5’ e viene detta 
cap 5’. estremità 3’ viene tagliata e a essa viene aggiun- 
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Figura 26.10 Struttura 
dell’actinomicina D e dell’acridina, 
inibitori della trascrizione del DNA. 
(a) La parte ombreggiata 
dell'actinomicina D è planare e si intercala 
tra due successivi appaiamenti G=C 

nel DNA a doppia elica. Le due strutture 
peptidiche cicliche della molecola di 
actinomicina D si legano alla scanalatura 
minore della doppia elica. La sarcosina 
(Sar) è l'N-metilglicina; meVal rappresenta 
la metilvalina. Anche l’acridina agisce 
intercalandosi nel DNA. (b) Il complesso 
actinomicina D intercalato nel DNA 
(PDB ID 1DSC). Lo scheletro del DNA 

è mostrato in blu, le basi in bianco, la 
parte dell'actinomicina intercalata è in 
arancione [ombreggiata in (a)] mentre 

la parte restante è in rosso. II DNA è 
piegato come risultato del legame con 
l'actinomicina. 


ta una serie da 80 a 250 residui di A, formando una “coda” 
di poli(A). I complessi proteici talvolta molto elaborati che 
catalizzano questi tre tipi di processi di modificazione del- 
PRNA non operano in maniera indipendente. Essi risulta- 
no associati l’uno all’altro e con il CTD fosforilato della Pol 
II; ogni complesso influenza la funzione degli altri. Alcune 
proteine che trasportano l’mRNA nel citoplasma sono as- 
sociate all'mRNA direttamente nel nucleo; quindi la matu- 
razione del trascritto è associata al suo trasporto. In effet- 
ti, quando un mRNA eucariotico viene sintetizzato si posi- 
ziona all’interno di un elaborato complesso che coinvolge 
decine di proteine. La composizione del complesso varia 
quando il trascritto primario deve essere processato, tra- 
sportato al citoplasma e consegnato al ribosoma per la tra- 
duzione. Le proteine associate modulano tutti gli aspetti 
funzionali e il destino dell’'mRNA. Questi processi sono il- 
lustrati nella Figura 26.11 e verranno descritti in maggiore 
dettaglio in seguito. 

I trascritti primari dei tRNA dei procarioti e degli euca- 
rioti vengono modificati con la rimozione di sequenze da 
ciascuna estremità (scissione) e, talvolta, con la rimozione 
di introni (splicing). Inoltre, vengono modificate molte ba- 
si e zuccheri dei tRNA; i tRNA maturi presentano nume- 
rose basi insolite assenti in altri acidi nucleici (vedi la Fi- 
gura 26.22). Molti degli RNA con funzioni speciali vanno 
incontro a elaborati processi di modificazione che spesso 
coinvolgono la rimozione di una o entrambe le estremità. 

Il destino finale di qualsiasi RNA è la sua degradazio- 
ne completa che avviene sotto uno stretto controllo. La ve- 
locità di turnover degli RNA è cruciale per la determina- 
zione del loro livello omeostatico e della velocità con cui 
le cellule possono bloccare l’espressione di un gene il cui 
prodotto non è più necessario. Per esempio, nello sviluppo 
di organismi multicellulari è importante che certe protei- 
ne vengano espresse soltanto in alcuni stadi, e quindi che 
mRNA che codifica tali proteine sia prodotto e degrada- 
to nei tempi corretti. 
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Figura 26.12 Il cap 5’ dell’'mRNA. (a) La 7-metilguanosina (m7G) è 
collegata all'estremità 5'di quasi tutti gli mRNA eucariotici mediante 
un insolito legame 5‘5'trifosfato. | gruppi metilici (in rosa) si trovano 
spesso in posizione 2' del primo e secondo nucleotide. Gli RNA nelle 
cellule di lievito mancano dei gruppi metilici 2‘ Il gruppo metilico 2° 

sul secondo nucleotide si trova normalmente solo negli RNA di cellule 
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Figura 26.11 Formazione del trascritto primario e sue 
modificazioni durante la maturazione dell’mRNA in una cellula 
eucariotica. Il cap 5' (in rosso) viene aggiunto prima che la sintesi 

del trascritto primario sia stata completata. Una sequenza non 
codificante (introne) che segue l’ultimo esone è indicata in arancione. 
Lo splicing può avvenire prima o dopo i passaggi di scissione e di 
poliadenilazione. Tutti i processi qui rappresentati avvengono nel 
nucleo. 


e GlimRNA degli eucarioti vengono 
“incappucciati” all'estremità 5’ 

Molti mRNA degli eucarioti, come già detto, possiedono 
all’estremità 5’ un cappuccio (cap 5’), un residuo di 7-me- 
tilguanosina legato al residuo 5'-terminale dell'mRNA 
attraverso un inconsueto legame 5‘,5'-trifosfato (Figura 
26.12). Il cap 5’ aiuta a proteggere I'mRNA dalle ribonu- 
cleasi. Esso si lega anche a uno specifico complesso proteico 
di legame del cappuccio e partecipa al legame dell'mRNA 
al ribosoma per avviare la traduzione (Capitolo 27). 


Complesso 
di sintesi 
del cappuccio 


di vertebrati. (b) La formazione del cap 5’richiede da quattro a cinque 
tappe separate (adoHcy è l'S-adenosil omocisteina). (c) La sintesi del 
cappuccio è catalizzata da enzimi uniti al CTD della Pol Il. Il cappuccio 
resta legato al CTD mediante un'associazione con il complesso di 
legame al cappuccio (CBC). 
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Il cap 5' si forma dalla condensazione di una moleco- 
la di GTP con il trifosfato dell’estremità 5’ del trascritto. 
La guanina viene successivamente metilata in N-7 e altri 
gruppi metilici vengono spesso aggiunti agli ossidrili 2° 
del primo e del secondo nucleotide adiacenti al cappuc- 
cio (Figura 26.12a). I gruppi metilici sono forniti dalla 
S-adenosilmetionina. Tutte queste reazioni avvengono 
molto precocemente durante la trascrizione dopo che so- 
no stati aggiunti i primi 20-30 nucleotidi del trascritto. 
Tutti e tre gli enzimi di incappucciamento, e attraverso 
essi l'estremità 5' dello stesso trascritto, sono associati 
al CTD dell'RNA polimerasi II finché il cappuccio viene 
sintetizzato. L’estremità 5’ incappucciata abbandona poi 
gli enzimi, e si lega al complesso di legame del cappuccio 
(Figura 26.12c). 


e  Gliintronie gli esoni vengono trascritti 

da DNA a RNA 
Nei batteri una catena polipeptidica viene generalmente 
codificata da una sequenza di DNA stampo non interrot- 
ta, contenente tutta l'informazione necessaria a specifica- 
re il polipeptide, e colineare con la sequenza amminoaci- 
dica. Però l’idea che tutti i geni fossero continui fu confu- 
tata nel 1977 quando Phillip Sharp e Richard Roberts, in- 
dipendentemente l’uno dall’altro, scoprirono che negli eu- 
carioti molti geni di polipeptidi sono interrotti da sequen- 
ze non codificanti (introni). 

La grande maggioranza dei geni dei vertebrati, eccet- 
to quelli che codificano gli istoni, contiene introni. La fre- 
quenza degli introni in altri organismi eucariotici non è 
così costante. Molti geni di Saccharomyces cerevisiae sono 
privi degli introni, anche se in altre specie di lieviti essi 
sono più comuni. Gli introni sono presenti anche nei ge- 
ni di alcuni batteri e archea. Essi vengono trascritti dal- 
le RNA polimerasi insieme a tutto il gene. Gli introni dei 
trascritti primari vengono rimossi (splicing), mentre gli 
esoni vengono riuniti per formare un unico RNA maturo 
e funzionale. Negli mRNA degli eucarioti la maggior par- 
te degli esoni è lunga meno di 1000 nucleotidi; molti sono 
costituiti da 100 a 200 nucleotidi e codificano sequenze 
di circa 30-60 amminoacidi all’interno di un polipeptide 
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più grande. Gli introni invece possono contenere da 50 a 
20 000 nucleotidi. Nei geni degli eucarioti superiori, com- 
preso l’uomo, la quantità di DNA negli introni è maggiore 
di quella presente negli esoni. Molti geni possiedono in- 
troni; alcuni ne contengono decine. 


e L'RNAcatalizza la rimozione (splicing) 

degli introni 
Gli introni possono essere suddivisi in quattro classi. Le 
prime due, comprendenti gli introni del gruppo I e del 
gruppo II, differiscono nei dettagli dei loro meccanismi di 
splicing ma hanno in comune alcune sorprendenti carat- 
teristiche: essi sono in grado di rimuovere gli introni sen- 
za l’aiuto di proteine, cioè possono catalizzare un mecca- 
nismo di autosplicing. Gli introni del gruppo I si trovano 
in alcuni geni nucleari, mitocondriali e dei cloroplasti, che 
codificano per rRNA, mRNA e tRNA. Gli introni del grup- 
po II si trovano generalmente nei trascritti primari degli 
mRNA di mitocondri o cloroplasti presenti in funghi, alghe 
e piante. Questi due tipi di introni possono essere presenti 
anche in quei rari casi di batteri contenenti introni. Nes- 
suna delle due classi ha bisogno per lo splicing di un co- 
fattore ad alta energia, come l’ATP Il meccanismo di spli- 
cing in entrambi i gruppi comporta due reazioni di trans- 
esterificazione (Figura 26.13), in cui un ossidrile 2’ o 3’ 
del ribosio porta un attacco nucleofilico a un atomo di fo- 
sforo, formando un nuovo legame fosfodiestere a spese di 
quello già esistente, senza variazioni nel bilancio energe- 
tico. Le reazioni sono molto simili a quelle di rottura e ri- 
congiungimento del DNA, catalizzate dalle topoisomera- 
si (vedi la Figura 24.20) e delle ricombinasi sito specifiche 
(vedi la Figura 25.37). 

Le reazioni di splicing del gruppo I richiedono un nu- 
cleoside guaninico o un altro cofattore nucleotidico, che 
però non viene utilizzato come fonte di energia. Il gruppo 
ossidrilico 3’ della guanosina viene usato come nucleofilo 
nella prima tappa del processo di splicing. Il gruppo ossi- 
drilico 3’ forma un legame 3',5'-fosfodiestere con l’estre- 
mità 5’ dell’introne (Figura 26.14). Possidrile 3’ dell’eso- 
ne che viene liberato in questa fase funge da nucleofilo in 
una reazione simile, e agisce sull’estremità 3'degli esoni. 


Figura 26.13 Reazione di 

transesterificazione. Questa è la 
O prima tappa dello splicing degli 

introni del gruppo I. In questo 

caso, il 3'-OH di una molecola di 
guanosina agisce da nucleofilo 
attaccando il legame fosfodiestere 
tra i residui U e A presenti in 
corrispondenza della giunzione tra 
esone e introne in una molecola di 
3! RNA (vedi la Figura 26.14). 
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Introne Figura 26.14 Meccanismo di splicing degli introni 
del gruppo I. Nella prima tappa i nucleofili possono 
essere la guanosina, il GMP, il GDP o il GTP. Dopo lo 

Trascritto splicing l'introne viene degradato. 
primario 
Î Esone 5' Esone 3' 3 
5 pU: 3 
di L’ossidrile 3’ di una guanosina 
pG—0H agisce da nucleofilo e attacca 
il fosfato al sito di splicing 5’. 
pGp 
Intermedio 
5' G pU. 3 


Il 3'-OH dell’esone 5' 
diventa il nucleofilo, 
completando la reazione. 


RNA maturo 


5! 
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Il risultato è la precisa rimozione dell’introne e il congiun- 
gimento degli esoni. 

Per gli introni del gruppo II le reazioni sono simili, ma 
il nucleofilo della prima tappa è in questo caso il gruppo 
ossidrilico di un residuo di A all’interno dell’introne (Figu- 
ra 26.15). Viene così a formarsi come intermedio una strut- 
tura ramificata a cappio. 

Il processo di autosplicing degli introni fu osservato 
per la prima volta nel 1982 durante gli studi condotti da 
Thomas Cech e collaborato- 
ri sul meccanismo di splicing 
degli introni del gruppo I ne- 
gli rRNA del protozoo ciliato 
Tetrahymena thermophila. Que- 
sti ricercatori hanno trascritto 
in vitro il DNA di Tetrahymena 
(compresi gli introni), usando 
una polimerasi batterica puri- 
ficata. Il risultante RNA anda- 
va incontro a splicing in modo 
accurato, senza l'intervento di 
alcun enzima di Tetrahymena. 
La scoperta che gli RNA possono svolgere funzioni cata- 
litiche è stata una pietra miliare della ricerca biologica. 

La maggioranza degli introni non possiede il mecca- 
nismo di autosplicing e questi tipi non vengono classifi- 
cati in una delle classi già descritte. La terza e più vasta 
classe di introni include quelli che si trovano nei trascrit- 
ti nucleari primari di mRNA. Essi vengono chiamati in- 
troni spliceosomiali, perché la loro rimozione è cata- 
lizzata da un grande complesso proteico, detto spliceo- 
soma. All’interno di questa struttura, gli introni vanno 


Thomas Cech 


incontro a un meccanismo di splicing simile a quello de- 
gli introni di gruppo II, con la formazione della strut- 
tura a cappio. Lo spliceosoma è costituito da comples- 
si RNA-proteine, chiamati piccole riboproteine nucleari 
(small nuclear ribonucleoproteins; snRNP, spesso pronun- 
ciato “snurp”). Ogni snRNP contiene un RNA lungo da 
100 a 200 nucleotidi, appartenente a una classe di RNA 
eucariotici, che vanno sotto il nome di piccoli RNA nu- 
cleari (snRNA). Cinque snRNA (U1, U2, U4, U5, e U6), 
tutti coinvolti nelle reazioni di splicing, sono molto rap- 
presentati nel nucleo degli eucarioti. Gli RNA e le pro- 
teine snRNP sono altamente conservati negli eucarioti, 
dai lieviti all’uomo. 

Gli introni spliceosomiali hanno la sequenza general- 
mente dinucleotidica GU all’estremità 5’ e AG all’estre- 
mità 3’. Queste sequenze segnalano dove deve avvenire 
lo splicing. EsnRNA U1 contiene una sequenza comple- 
mentare alle sequenze vicine al sito di splicing 5’ degli in- 
troni dell’mRNA nucleare (Figura 26.16a), mentre la pro- 
teina snRNP UI1 si lega a questa regione nel trascritto pri- 
mario. L'aggiunta delle proteine snRNP U2, UA, U5, e UG, 
porta alla formazione dello spliceosoma (Figura 26.16b). 
Nel loro insieme, le snRNP forniscono cinque RNA e cir- 
ca 50 proteine al nucleo dello spliceosoma, un complesso 
sopramolecolare paragonabile ai ribosomi (descritti nel 
Capitolo 27). È probabile che altre 50 proteine si associ- 
no allo spliceosoma durante i vari stadi del processo di 
splicing e che qualcuna svolga più di una funzione, come 
nello splicing, nel trasporto dell’'mRNA dal nucleo al ci- 
toplasma, nella traduzione e nell’eventuale degradazio- 
ne dell’mRNA. Porganizzazione dello spliceosoma richie- 
de ATP, ma le reazioni di “taglia e cuci” non sembrano ri- 
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chiedere energia. Alcuni introni dell’'mRNA subiscono un 
tipo di splicing che richiede l’intervento di uno spliceo- 
soma meno comune, in cui le proteine snRNP U1 e U2 
sono sostituite dalle proteine snRNP U11 e U12. Mentre 
gli spliceosomi contenenti U1 e U2 rimuovono gli introni 
con sequenze terminali (5')GU e AG(3’), come mostrato 
nella Figura 26.16, gli spliceosomi contenenti U11 e U12 
rimuovono una rara classe di introni le cui estremità so- 
no segnalate da sequenze (5’) AU e AC(3'). Gli spliceoso- 
mi nucleari si sono probabilmente evoluti da introni di 
gruppo II più antichi, in cui le proteine snRNP hanno so- 
stituito i domini catalitici dei progenitori in grado di ef- 
fettuare l’autosplicing. 

Alcuni dei componenti degli apparati di splicing sem- 
brano essere legati al CTD dell'RNA polimerasi II, sugge- 
rendo un'interessante modello per la reazione di splicing 
(Figura 26.16c). Non appena viene sintetizzata la sequen- 
za della prima giunzione di splicing, questa viene ricono- 
sciuta dallo spliceosoma legato alla polimerasi. La seconda 
giunzione viene poi catturata dallo stesso complesso, faci- 
litando il successivo processo di splicing. L’introne rimos- 
so rimane nel nucleo e viene degradato. 

La quarta classe di introni, presente in alcuni tRNA, si 
differenzia dagli introni dei gruppi I e II in quanto la rea- 
zione di splicing richiede l'intervento dell'ATP e di una 
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Figura 26.15 Meccanismo di splicing 
degli introni del gruppo Il. La chimica è 
simile a quella dello splicing degli introni 
del gruppo I, a eccezione del nucleofilo 
del primo passaggio e dell'inconsueto 
intermedio simile a un cappio con una 

3' ramificazione contenente un legame 
2',5'-fosfodiestere. 


Legame 2',5'-fosfodiestere 


All’estremità 3' 


DI 


’adenosina nella struttura 


È cappio ha 3 legami 


3' 0H(3’) 


endonucleasi che scinde il legame fosfodiestere a livello 
di ambedue le estremità dell’introne. I due esoni vengono 
riuniti tramite un meccanismo simile a quello della DNA 
ligasi (vedi la Figura 25.16). 

Anche se gli introni spliceosomiali sembrano essere 
esclusivi degli eucarioti, le altre classi di introni sono più 
generali. Geni con introni dei gruppi I e II sono stati tro- 
vati nei batteri e nei batteriofagi. Il batteriofago T4, per 
esempio, possiede alcuni geni che codificano proteine con 
introni del gruppo I. Gli introni sembrano essere più fre- 
quenti negli archea che nei batteri. 


e GlimRNA degli eucarioti hanno strutture particolari 

all'estremità 3' 
Molti mRNA eucariotici hanno alla loro estremità 3’ una 
sequenza costruita da 80-250 residui di A, che formano la 
cosiddetta coda di poli(A). Questa struttura serve come 
sito di legame per una o più proteine specifiche. La coda 
di poli(A) e le proteine a essa associate probabilmente aiu- 
tano a proteggere l'mRNA dalla degradazione enzimatica. 
Anche molti mRNA batterici hanno code di poli(A), ma in 
questo caso esse stimolano la degradazione dell’mRNA, 
invece di proteggerlo. 

Paggiunta della coda di poli(A) è un processo a più tap- 
pe. Il trascritto si estende oltre il sito a cui verrà poi aggiun- 
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(b) 


ta la coda. Esso viene scisso dall’attività endonucleasica di 
un grande complesso multienzimatico, anch'esso associato 
al CTD della RNA polimerasi II (Figura 26.17). 

Il sito sull’mRNA dove avviene la scissione è indicato 
da due elementi di sequenza: la sequenza altamente con- 


servata (5')AAUAAA(3'), situata da 10 a 30 nucleotidi sul 
lato 5’ (a monte) rispetto al sito di scissione, e una sequen- 
za non ben definita ricca di residui di G e U, posta da 20 a 
40 nucleotidi a valle del sito di scissione. La rottura gene- 
ra un gruppo ossidrilico libero, che definisce la fine del- 
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Figura 26.16 Meccanismi di splicing dei trascritti primari 

di mRNA. (a) Interazioni mediante appaiamento dell'RNA nella 
formazione dei complessi di spliceosomi. L'snRNA U1 possiede 

una sequenza vicino alla sua estremità 5’ complementare al sito di 
splicing presente al 5' dell'introne. L'appaiamento di U1 a questa 
regione del trascritto primario facilita l'individuazione del sito di 
splicing 5'durante la costruzione dello spliceosoma (la lettera y 
rappresenta la pseudouridina: vedi la Figura 26.22). U2 si appaia con 
l'introne in una posizione che comprende un residuo di adenosina 
(colorato in rosa), che diventa il nucleofilo durante la reazione di 
splicing. L'appaiamento dell'snRNA U2 con il sito di ramificazione 
produce un rigonfiamento che favorisce l'attivazione dell'adenosina, 


I’mRNA, al quale vengono immediatamente aggiunti i re- 
sidui di A dalla poliadenilato polimerasi, che catalizza 
la reazione 


RNA + nATP— RNA (AMP), + nPP; 


dove n varia da 80 a 250. Penzima non richiede uno stam- 
po, ma necessita di una molecola di mRNA già scissa co- 
me primer. 

l’intero processo di maturazione di un mRNA eucario- 
tico è riassunto nella Figura 26.18. In qualche caso la regio- 
ne codificante viene modificata dal meccanismo di “edi- 
ting” (revisione; vedi la Sezione 27.1 per i dettagli). L’edi- 
ting comprende reazioni che aggiungono o eliminano basi 
nelle regioni codificanti del trascritto primario, o che mo- 
dificano la sequenza (per esempio, un residuo di C si tra- 
sforma in U per deamminazione enzimatica). Un esempio 
particolarmente significativo è quello del tripanosoma, un 
protozoo parassita, in cui ampie regioni di un mRNA ven- 
gono sintetizzate senza uridilato che è inserito in seguito, 
mediante un processo di editing. 


e Ungene può dare origine a prodotti diversi 

a seguito di modificazioni differenti dell'RNA 
Levidente complessità degli organismi non sembra corri- 
spondere al numero dei geni che codificano proteine, né 
alla quantità del DNA genomico. Però, gli studi tradizio- 
nali sui geni che codificano le proteine non tengono con- 
to della complessità dei trascrittomi. Man mano che le nu- 
merose funzioni dell’RNA diventano sempre più chiare, è 
sempre più evidente la complessità della nuova genomica. 

Alcuni trascritti di mRNA producono un solo mRNA 
maturo e quindi un solo polipeptide corrispondente; altri 
invece possono andare incontro a diversi tipi di matura- 
zione e quindi produrre differenti mRNA e differenti poli- 
peptidi. Il trascritto primario contiene segnali molecolari 
per tutte le vie di maturazione alternative a cui può anda- 
re incontro; la via favorita in un determinato tipo di cellu- 
la è stabilita da alcune proteine dette fattori di maturazio- 
ne che si legano all’RNA e che promuovono un particolare 
tipo di maturazione. 

I trascritti complessi possono avere più di un solo sito 
di scissione e della successiva poliadenilazione o di vie al- 
ternative di splicing, oppure entrambi i meccanismi. Nel 
primo caso, se viene scisso il sito più vicino all'estremità 
5’, verrà rimossa una parte considerevole della sequenza 
del trascritto primario (Figura 26.19a). Questo meccani- 
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il cui 2'-OH formerà una struttura a cappio mediante un legame 
215'-fosfodiestere. (b) L'organizzazione degli spliceosomi. Prima si 
legano gli snRNP U1 e U2, quindi i rimanenti snRNP (il complesso 
U4/U6 e U5) si legano per formare uno spliceosoma inattivo. 
Riarrangiamenti interni lo convertono nello spliceosoma attivo, nel 
quale sono stati espulsi U1 e U4, mentre U6 si appaia sia con il sito di 
splicing 5/ sia con U2. A questi passaggi seguono le fasi catalitiche, 
che sono simili allo splicing degli introni del gruppo Il (vedi la 

Figura 26.15). (c) Il coordinamento dello splicing con la trascrizione 
costituisce un elegante meccanismo per giustapporre i due siti di 
splicing. Per i dettagli si veda il testo. Lo spliceosoma è in realtà molto 
più grande di quanto mostrato nella figura. 


smo, detto “di scelta del sito della poliadenilazione”, è alla 
base della variabilità dei domini delle catene pesanti delle 
immunoglobuline (vedi la Figura 25.42). Nelle diverse fasi 
dello sviluppo del moscerino della frutta, vie alternative 
di splicing (Figura 26.19b) producono a partire da un tra- 
scritto primario comune tre differenti forme di catene pe- 
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Figura 26.17 Aggiunta della coda di poli(A) al trascritto 
primario dell'RNA degli eucarioti. La Pol Il sintetizza l'RNA oltre la 
sequenza che segnala il punto di scissione, compresa la sequenza 

a monte altamente conservata (5’)AAUAAA. Questa sequenza 

di segnalazione della scissione viene legata da un complesso 
enzimatico che contiene un'endonucleasi, la poliadenilato polimerasi 
e molte altre proteine multisubunità coinvolte nel riconoscimento 
delle sequenze di segnalazione, nella stimolazione della scissione e 
nella regolazione della lunghezza della coda di poli(A), tutte legate 
alla CTD. (1) L'RNA viene scisso dall'endonucleasi in una posizione 
che dista da 10 a 30 nucleotidi dalla sequenza (a valle di) AAUAAA 
in direzione 3.@ La poliadenilato polimerasi sintetizza una coda di 
poli(A) lunga da 80 a 250 nucleotidi a partire dal sito di scissione. 
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Figura 26.18 Schema complessivo delle modificazioni post- 
trascrizionali (maturazione) di un mRNA eucariotico. Il gene 
dell'ovoalbumina qui mostrato ha gli introni contrassegnati da A a G 
e gli esoni da 1a 7 e L (L codifica la sequenza di un peptide segnale 
che indirizza la proteina all'esportazione dalla cellula; vedi la Figura 


santi di miosina. Entrambi i meccanismi entrano in gioco 
quando un singolo trascritto di RNA viene modificato in 
modo differente per produrre due ormoni diversi: la calci- 
tonina, che regola i livelli del calcio nella tiroide del ratto, 
e il peptide correlato al gene della calcitonina (CGRP) nel 
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27.38). Circa tre quarti dell'RNA vengono rimossi durante queste 
modificazioni. La Pol Il estende il trascritto primario ben oltre il sito 
di scissione e di poliadenilazione (“RNA extra”) prima di terminare la 
trascrizione. Il segnale di terminazione della RNA polimerasi Il non è 
stato ancora individuato. 


cervello del ratto (Figura 26.20). Esistono anche altre vie 
alternative di splicing (Figura 26.21). Molti, se non tutti, i 
geni dei genomi di mammifero sono soggetti a splicing al- 
ternativi che aumentano il numero delle proteine codifi- 
cate dai geni. Lo stesso processo ha invece poca rilevanza 
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Figura 26.19 Due meccanismi per la modificazione alternativa 
di trascritti eucariotici complessi. (a) Siti alternativi di scissione e di 
poliadenilazione [qui sono mostrati due siti per l'aggiunta del poli(A), 


A; e A;]. (b) Modelli di splicing alternativo. Sono illustrati due diversi 
siti di splicing 3° Ciascuno dei due meccanismi produce un mRNA 
maturo diverso a partire dallo stesso trascritto primario. 
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Figura 26.20 Modificazione alternativa del trascritto del 

gene della calcitonina nel ratto. Il trascritto primario ha due siti di 
poli(A); il primo è predominante nel cervello, il secondo nella tiroide. 
Nel cervello lo splicing elimina l’esone 4 della calcitonina; nella 


negli eucarioti inferiori, come il lievito, dove solo alcuni 
geni vanno incontro a splicing alternativi. 


e AnchegliRNAribosomiali e i tRNA subiscono 
modificazioni post-trascrizionali 
Le modificazioni post-trascrizionali non sono limitate al- 
l’mRNA. Gli RNA ribosomiali dei batteri, degli archea e 
delle cellule eucariotiche si formano a partire da precurso- 
ri più lunghi, chiamati RNA preribosomiali, o pre-RNA. 
Anche i tRNA derivano da precursori più lunghi. Questi 
RNA contengono anche vari nucleosidi modificati; alcuni 
di essi vengono mostrati nella Figura 26.22. 


RNA ribosomiali Nei batteri gli rRNA 165, 235, e 55 (e 
alcuni tRNA, anche se la maggioranza dei tRNA è codi- 
ficata altrove) derivano da una singola molecola di RNA 
precursore 30S$ costituito da circa 6500 nucleotidi. L’e- 


Figura 26.21 Le vie di splicing. Gli esoni sono mostrati con 
diverse tonalità di verde, e le regioni introniche non tradotte con 
linee gialle. Le posizioni dove si legherà il poli(A) sono indicate da un 
asterisco. Gli esoni riuniti in una singola struttura sono legati tra loro 
da linee nere. Le vie alternative di splicing sopra e sotto ogni trascritto 
producono i rispettivi prodotti finali. Le parti in rosso e arancione 
rappresentano rispettivamente la regione 5'del cappuccio e la 
regione 3'non tradotta. 
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tiroide questo esone viene mantenuto. | peptidi risultanti vengono 
ulteriormente modificati per dare origine al prodotto ormonale finale: 


il peptide correlato con il gene della calcitonina (CGRP) nel cervello e 
la calcitonina nella tiroide. 
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Figura 26.22 Alcune basi modificate degli rRNA e dei tRNA, 
prodotte nelle reazioni post-trascrizionali. | simboli standard sono 
mostrati tra parentesi. Si noti il punto di attacco insolito del ribosio 
nella pseudouridina. Quelli presentati sono solo pochi esempi dei 


stremità del precursore 30S e i segmenti tra le unità di 
rRNA vengono rimossi mediante un processo di matu- 
razione (Figura 26.23). Gli RNA 16S e 23S contengono 
anche nucleosidi modificati. In E. coli, gli 11 nucleosidi 
modificati dell’rRNA 16S comprendono una pseudouri- 
dina e altri 10 nucleosidi metilati sulla base o sul gruppo 
2' ossidrilico, oppure su entrambi i siti. ErRNA 23S ha 
10 pseudouridine, 1 diidrouridina e 12 nucleosidi meti- 
lati. Nei batteri, ciascuna modificazione è generalmente 
catalizzata da uno specifico enzima. Le reazioni di meti- 
lazione utilizzano l’S-adenolsilmetionina come cofatto- 
re, mentre non sono richiesti cofattori per la formazione 
della pseudouridina. 
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96 nucleosidi modificati che si trovano nelle diverse specie di RNA, 
81 delle quali nei tRNA e 30 negli rRNA. Una lista completa delle 
basi modificate si può trovare nel database in cui sono raccolte le 
modificazioni dell'RNA (http://rna-mdb.cas.albany.edu/RNAmods/). 


Il genoma di E. coli codifica sette molecole di pre-rRNA. 
Tutti questi geni hanno essenzialmente regioni identiche 
codificanti l’rRNA, ma differiscono nei segmenti interca- 
lati. I segmenti tra i geni per il 16S e il 23S generalmente 
codificano uno o due tRNA differenti, a seconda del tipo 
di trascritto di pre-rRNA. In alcuni trascritti precursori le 
sequenze codificanti per i tRNA si trovano sul lato 3’ del- 
PrRNA 55. 

La situazione negli eucarioti è più complicata. Un tra- 
scritto 45S di pre-rRNA viene sintetizzato dalla RNA poli- 
merasi I e processato nel nucleolo; da questa molecola de- 
rivano gli rRNA 185, 28S e 5,8 S, caratteristici dei ribosomi 
degli eucarioti (Figura 26.24). Come nei batteri, il processo 


Figura 26.23 Maturazione dei trascritti 

di pre-rRNA nei batteri. © Prima della 

5S scissione, l'RNA precursore 305 viene metilato 
in corrispondenza di basi specifiche (trattini 
rossi) e alcuni residui di uridina vengono 
convertiti in pseudouridina (trattini blu) o 

in diidrouridina (trattini neri). Le reazioni 

di metilazione sono di tipo diverso. Alcune 
avvengono a livello della base, altre su gruppi 
2' ossidrilici del ribosio. @ La scissione libera i 
precursori degli rRNA e dei tRNA. Le scissioni 

a livello dei punti contrassegnati 1, 2, e 3 sono 
catalizzate rispettivamente da RNasi III, RNasi 
P, e RNasi E. L'RNasi P, come riportato più avanti 
nel testo, è un ribozima. @ | prodotti finali RNA 
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di nucleasi specifiche. Le 7 copie del gene per 
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E. coli differiscono per numero, localizzazione 
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RNA maturi pensati] DL] rr] [| primario. Alcune copie del gene hanno 
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ulteriori segmenti genici per il tRNA tra i 
segmenti 16S e 23S dell'rRNA e a livello 
dell'estremità 3'del trascritto primario. 
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di maturazione include le reazioni di scissione mediate da 
endo- o esoribonucleasi e reazioni di modificazione dei nu- 
cleosidi. Alcuni pre-rRNA contengono introni che devono 
poi essere eliminati. l'intero processo ha inizio nel nucleolo, 
in grandi complessi che si organizzano sull’rRNA precurso- 
re, man mano che viene sintetizzato dalla Pol I. Esiste una 
stretta relazione tra trascrizione, maturazione dell’rRNA, 
e organizzazione dei ribosomi nel nucleolo. Ciascun com- 
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Figura 26.24 Maturazione dei trascritti di pre-rRNA nei 
vertebrati. Durante la trascrizione, il trascritto primario 45S 
viene incorporato in un complesso nucleolare preribosomiale 
905, dove sono strettamente abbinate la maturazione dell'rRNA 

e l'organizzazione del ribosoma. © Il precursore 455 è metilato in 
più di 100 dei suoi 14 000 nucleotidi, sia a livello delle basi, sia su 
gruppi 2‘-OH (trattini rossi). Alcune uridine vengono convertite in 
pseudouridine (trattini blu), e si verificano poche altre modificazioni 
(i trattini verdi sono le diidrouridine). @ e @ Una serie di tagli 
enzimatici del precursore 45S produce gli rRNA 18S, 5,85, e 285; 

si legano poi le proteine ribosomiali e le subunità ribosomiali 
gradualmente assumono la loro forma. Le reazioni di scissione e 
tutte le altre modificazioni richiedono l'intervento dei piccoli RNA 
nucleolari (snoRNA) che si trovano nei complessi proteici snoRNP 
del nucleolo, simili agli spliceosomi. L'RNA 5S viene prodotto 
separatamente. 
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plesso comprende le ribonucleasi che scindono gli rRNA 
precursori, gli enzimi che modificano basi particolari, mol- 
ti piccoli RNA nucleolari, o snoRNA, che guidano la mo- 
dificazione dei nucleosidi e alcune reazioni di scissione, e 
proteine ribosomiali. Nel lievito, l’intero processo che agi- 
sce sul pre-rRNA coinvolge più di 170 proteine non riboso- 
miali, snoRNA specifici per ciascuna modificazione dei nu- 
cleosidi (circa 70 in totale, poiché alcuni snoRNA guidano 
due tipi di modificazione) e 78 proteine ribosomiali. luomo 
possiede un numero ancora più grande di nucleosidi modi- 
ficati, circa 200, e un numero maggiore di snoRNA associati. 
La composizione dei complessi può variare man mano che 
i ribosomi si formano, e molti dei complessi intermedi pos- 
sono competere quanto a complessità con il ribosoma stes- 
so e con le snRNP PrRNA 5S della maggioranza degli euca- 
rioti si forma come trascritto completamente separato, per 
azione di una polimerasi differente (Pol III). 

Le più comuni modificazioni dei nucleosidi degli rRNA 
degli eucarioti sono sempre la conversione dell’uridina in 
pseudouridina e la metilazione dei nucleosidi adoMet-di- 
pendenti (spesso sui gruppi ossidrilici 2’). Queste reazio- 
ni dipendono dai complessi snoRNA-proteine, o snoRNP, 
ciascuno formato da uno snoRNA e quattro o cinque pro- 
teine, tra cui l’enzima che catalizza la modificazione. Esi- 
stono due classi di snoRNP caratterizzate da elementi con 
sequenza conservata, identificati da lettere maiuscole. Le 
snoRNP indicate come H/ACA sono coinvolte nelle pseu- 
douridililazioni mentre le snoRNP C/D sono coinvolte nel- 
le reazioni di 2'-O-metilazione. Contrariamente a quanto 
accade nei batteri, lo stesso enzima può partecipare alla 
modificazione di molti siti, guidato dagli snoRNA. 

Gli snoRNA sono lunghi da 60 a 300 nucleotidi. Molti 
vengono codificati da sequenze che si trovano all’interno 
degli introni di altri geni e che vengono cotrascritte insieme 
ai geni. Ogni snoRNA include una sequenza di 10-21 nu- 
cleotidi, perfettamente complementare a un segmento di 
un rRNA. La restante sequenza conservata dello snoRNA 
si ripiega in strutture che si legano alle proteine che fanno 
parte delle snoRNP (Figura 26.25). 


RNA transfer La maggior parte delle cellule ha da 40 a 
50 diversi tRNA e le cellule eucariotiche possiedono copie 
multiple di molti dei geni per i tRNA. I tRNA derivano da 
RNA precursori più lunghi, per rimozione enzimatica di 
nucleotidi dalle estremità 5’ e 3' (Figura 26.26). Negli eu- 
carioti in alcuni trascritti di tRNA sono presenti introni che 
devono essere rimossi. Quando due o più tRNA diversi so- 
no contenuti in un singolo trascritto primario, essi vengo- 
no separati per taglio enzimatico. L’endonucleasi RNasi B, 
presente in tutti gli organismi, rimuove l’RNA all’estremi- 
tà 5’ dei tRNA. Questo enzima contiene proteine ed RNA. 
Il componente RNA è essenziale per l’attività enzimatica e 
nelle cellule batteriche può catalizzare la reazione di mo- 
dificazione dell’RNA, anche in assenza della componente 
proteica. PRNasi P è quindi un altro esempio di RNA cata- 
litico, la cui funzione verrà descritta in dettaglio in segui- 
to. estremità 3' dei tRNA viene modificata da una o più 
nucleasi, compresa l’esonucleasi RNasi D. 

I precursori dei tRNA possono andare incontro ad altre 
modificazioni post-trascrizionali. Il trinucleotide termina- 
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le CCA(3'), a cui si lega l’amminoacido durante la sintesi 
proteica (Capitolo 27), è assente in alcuni precursori dei 
tRNA batterici e in tutti i precursori dei tRNA eucariotici. 
Questa sequenza viene aggiunta durante la maturazione 
(Figura 26.26) ed è portata avanti dalla tRNA nucleotidil- 
trasferasi, un enzima insolito, che lega i tre ribonucleosidi 
trifosfato substrato in siti attivi separati e catalizza la for- 
mazione dei legami fosfodiestere per produrre la sequenza 
CCA(3'). L'aggiunta di questa sequenza nucleotidica non 
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Figura 26.26 Modificazioni post-trascrizionali dei tRNA nei 
batteri e negli eucarioti. Il tRNA”" di lievito (l’RNA specifico per il 
legame alla tirosina; vedi il Capitolo 27) è qui utilizzato per illustrare 

i passaggi più importanti. Le sequenze contrassegnate in giallo 
vengono rimosse dal trascritto primario. Le estremità sono le prime a 
essere modificate; l'estremità 5’ viene modificata prima dell'estremità 
3° Il trinucleotide CCA viene aggiunto all'estremità 3) una tappa 
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Figura 26.25 La funzione degli snoRNA 

nel guidare le modificazioni degli rRNA. 

(a) Appaiamento dell'rRNA C/D degli snoRNA 
per guidare le reazioni di metilazione. | siti di 
metilazione dell'rRNA bersaglio (in verde scuro) 
si trovano in regioni appaiate a sequenze dello 
snoRNA C/D. Queste sequenze altamente 
conservate C e D (e C'e D') sono siti di legame 
per le proteine che formano la snoRNP. 

(b) L'accoppiamento dell'RNA con l'H/ACA degli 
snoRNA per guidare la pseudouridililazione. | siti 
per la conversione della pseudouridina nell'rRNA 
bersaglio (segmenti verde scuro) si trovano in 
regioni appaiate con lo snoRNA. Le sequenze 
conservate H/ACA sono i siti di legame delle 
proteine. 


dipende quindi da un DNA o RNA stampo, ma dalla spe- 
cificità dei siti di legame dell’enzima. 

La fase finale del processo di maturazione dei tRNA è 
costituita da reazioni di metilazione, deamminazione e ri- 
duzione di alcune basi (Figura 26.22). Nel caso della pseu- 
douridina, la base uracile viene prima rimossa e poi riat- 
taccata al ribosio in posizione C-5. Alcune di queste basi 
modificate si trovano in posizioni caratteristiche in tutti i 
tRNA (Figura 26.26). 
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necessaria per i tRNA eucariotici e per quei tRNA batterici a cui manca 
tale sequenza nel trascritto primario. Mentre le estremità vengono 
modificate, nel resto del trascritto vengono modificate alcune basi 
specifiche (vedi la Figura 26.22). Nell'esempio illustrato, relativo 

a un tRNA eucariotico, la fase finale consiste nello splicing di un 
introne con 14 nucleotidi. Gli introni sono stati trovati in alcuni tRNA 
eucariotici, ma non in quelli batterici. 
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e GliRNAcon funzioni speciali vanno incontro 

a diversi tipi di modificazioni 
Il numero di classi conosciute di RNA dotati di speciali 
funzioni va espandendosi rapidamente, insieme al nume- 
ro delle funzioni trovate normalmente associate a queste 
molecole. Molti di questi RNA vanno incontro a processi 
di maturazione. 

Gli snRNA e gli snoRNA non solo facilitano le reazioni 
di modificazione degli RNA, ma vengono anch'essi sinte- 
tizzati sotto forma di precursori più lunghi e poi modifica- 
ti. Molti snoRNA vengono codificati all’interno di introni 
di altri geni. Quando gli introni vengono rimossi dal pre- 
mRNA, le proteine snoRNP si legano alle sequenze dello 
snoRNA e le ribonucleasi rimuovono l’PRNA non necessari 
dalle estremità 3’ e 5’. Gli snRNA destinati agli spliceosomi 
vengono sintetizzati come pre-snRNA dalla RNA polime- 
rasi II e le ribonucleasi rimuovono RNA in più da ciascu- 
na delle due estremità. Particolari nucleosidi degli snRNA 
sono soggetti a 11 tipi di modificazioni, mediante O-metila- 
zione in 2' e la conversione dell’uridina in pseudouridina. 

I microRNA (miRNA) sono speciali classi di RNA 
coinvolti nella regolazione genica. Si tratta di RNA non 
codificanti, lunghi circa 22 nucleotidi, con una sequenza 
complementare a particolari regioni degli mRNA, che re- 
golano la funzione degli mRNA, tagliandoli, o impedendo- 
ne la traduzione. I miRNA si trovano negli eucarioti plu- 
ricellulari, dai vermi ai moscerini della frutta, alle piante 
e ai mammiferi. Fino all’1% del genoma umano codifica 
miRNA, i quali regolano la funzione di circa un terzo de- 
gli mRNA. La loro funzione nella regolazione genica è de- 
scritta nel Capitolo 28. 

I miRNA vengono sintetizzati in diverse tappe da pre- 
cursori molto più grandi (Figura 26.27). trascritti prima- 
ri dei miRNA (pri-miRNA) hanno dimensioni molto va- 
riabili; alcuni sono codificati negli introni di altri geni e 
vengono espressi insieme ai geni che li ospitano. I loro 
ruoli nella regolazione genica sono descritti in dettaglio 
nel Capitolo 28. 


Figura 26.27 Sintesi e maturazione dei miRNA. Il trascritto 
primario dei miRNA è un RNA più grande, di lunghezza variabile, 
detto pre-miRNA. Gran parte della sua maturazione è mediata da 
due endoribonucleasi della famiglia delle RNasi Ill: Drosha e Dicer. 
Nel nucleo il pre-miRNA viene prima accorciato in un precursore del 
mIRNA contenente da 70 a 80 nucleotidi da un complesso proteico 
che include l'endoribonucleasi Drosha e un'altra proteina, la DGCR8. 
Il pre-miRNA viene poi esportato nel citoplasma unito a una proteina 
chiamata esportina 5 e successivamente legato alla GTPasi Ran 

(vedi la Figura 27.42). Nel citoplasma, prima Ran idrolizza il GTP poi 
vengono rilasciati la proteina esportina 5 e il pre-miRNA. Le due 
proteine esportina 5 e Ran-GDP vengono quindi ritrasportate nel 
nucleo. Il pre-miRNA, per azione dell'altra endoribonucleasi, Dicer, 
viene trasformato in miRNA quasi maturo, appaiato a una piccola 
sequenza di RNA complementare. Quest'ultima viene rimossa da 
una RNA elicasi e il miRNA maturo viene incorporato in complessi 
proteici, come il complesso di silenziamento indotto dall'RNA (RISC), 
che si legano poi a un mRNA bersaglio. Se la complementarità tra il 
MIRNA e il suo bersaglio è pressoché perfetta, l'mRNA bersaglio viene 
scisso. Se la complementarità è solo parziale, il complesso blocca la 
traduzione dell'mRNA bersaglio. 
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e GliRNAcon proprietà enzimatiche catalizzano alcune 
reazioni del metabolismo dell'RNA 

Lo studio delle modificazioni post-trascrizionali dell'RNA 
ha condotto a una delle più entusiasmanti scoperte della 
biochimica moderna: l’esistenza di RNA catalitici. I ribo- 
zimi meglio caratterizzati sono gli introni appartenenti al 
gruppo I capaci di autosplicing, come l’RNasi P, e i ribozi- 
mi a testa di martello (discussi più avanti). La maggioran- 
za delle attività di questi ribozimi è basata su due reazioni 
fondamentali: la transesterificazione (Figura 26.13) e l’i- 
drolisi (rottura) del legame fosfodiestere. Il substrato dei 
ribozimi è spesso una molecola di RNA, che può far parte 
dello stesso ribozima. Quando il substrato è ’RNA, RNA 
catalitico può servirsi dell’appaiamento delle basi per alli- 
neare il substrato affinché avvenga la reazione. 

La dimensione dei ribozimi è molto varia. Gli intro- 
ni del gruppo I capaci di autosplicing possono avere più 
di 400 nucleotidi. I ribozimi a testa di martello consisto- 
no di due filamenti, per un totale di 41 nucleotidi (Figu- 
ra 26.28). Come per le proteine enzimatiche, la struttura 
tridimensionale dei ribozimi è importante per la funzio- 
ne. I ribozimi vengono inattivati a temperature superiori 
alla loro temperatura di fusione e per aggiunta di agen- 
ti denaturanti o di oligonucleotidi complementari, che 
rompono i normali legami idrogeno delle coppie di basi. 
I ribozimi possono essere inattivati anche se vengono so- 
stituiti i nucleotidi essenziali. La Figura 26.29 mostra in 
dettaglio la struttura secondaria di un introne del grup- 
po I capace di autosplicing del precursore dell’rRNA 26S 
di Tetrahymena. 


Proprietà enzimatiche degli introni del gruppo I Gli 
introni del gruppo I capaci di autosplicing, oltre ad acce- 
lerare la velocità di reazione, possiedono altre proprietà 
in comune con gli enzimi, come per esempio il comporta- 
mento cinetico e la specificità. Il legame del cofattore gua- 
nosina (Figura 26.13) all'introne del gruppo I di Tetrahyme- 
na è saturabile (K,, = 30 pm) e può essere inibito compe- 
titivamente dalla deossiguanosina. Lintrone catalizza la 
reazione di escissione in modo assolutamente specifico, 
in particolare per la presenza di un segmento denomina- 
to sequenza guida interna, che può appaiarsi con le se- 
quenze esoniche vicino al sito 5’ di splicing (Figura 26.29). 
Lappaiamento promuove l’appropriato allineamento dei 
legami che devono essere scissi e riuniti. 

Poiché l’introne viene modificato chimicamente duran- 
te la reazione di splicing (le sue estremità vengono scisse), 
il ribozima sembra non avere una delle proprietà basilari 
degli enzimi: la possibilità di catalizzare più volte la stessa 
reazione. Un esame più approfondito ha dimostrato che, 
dopo l’escissione, l’introne di 414 nucleotidi dell’rRNA di 
Tetrahymena può comportarsi in vitro come un vero enzi- 
ma (in vivo però viene rapidamente degradato). Una serie 
di reazioni di ciclizzazioni intramolecolari e di scissioni a 
carico dell’introne escisso porta alla perdita di 19 nucleo- 
tidi dalla sua estremità 5’. ERNA lineare formato dai ri- 
manenti 395 nucleotidi, denominato L-19 IVS (sequenza 
di intervento, intervening sequence), promuove alcune rea- 
zioni di trasferimento di nucleotidi, in cui alcuni oligonu- 
cleotidi vengono allungati a spese di altri (Figura 26.30). 
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Figura 26.28 Ribozima a testa di martello. Alcuni elementi 
simili a virus (virusoidi) possiedono un piccolo genoma a RNA e 
generalmente richiedono altri virus per portare a termine la loro 
replicazione e/o il loro impacchettamento. Alcuni RNA dei virusoidi 
includono piccoli segmenti che promuovono una scissione sito- 
specifica associata alla replicazione. Questi segmenti di RNA 

sono chiamati ribozimi a testa di martello, perché la loro struttura 
secondaria ricorda questo attrezzo. | ribozimi a testa di martello sono 
stati studiati separatamente dagli altri RNA virali più grandi. 

(a) Sequenza minima necessaria per la catalisi. | nucleotidi nei 
riquadri sono altamente conservati e sono essenziali per la catalisi. 
La freccia indica il sito di autosplicing. (b) Struttura tridimensionale 
(PDB ID 1MME, vedi la Figura 8.25b per un modello a spazio pieno). Le 
catene sono colorate come in (a). Il ribozima a testa di martello è un 
metalloenzima che richiede ioni Mg?* per l'attività catalitica. 

Il legame fosfodiestere del sito di autoscissione è indicato con una 
freccia. 8 Hammerhead Ribozyme 


I migliori substrati sono oligonucleotidi come l’oligome- 
ro sintetico (C);, che può appaiarsi con la sequenza guida 
interna ricca di guanilato che mantiene l’esone 5’ nel si- 
to di autosplicing. 

L’attività enzimatica del ribozima L-19 IVS è il risultato 
di un ciclo di transesterificazioni simili dal punto di vista 
meccanico all’autosplicing. Ciascuna molecola di ribozima 
può modificare circa 100 molecole di substrato all'ora e non 
viene alterata durante la reazione; quindi ’RNA agisce in 
base agli stessi principi usati da un catalizzatore. Il ribozi- 
ma segue la cinetica di Michaelis-Menten, è specifico per 
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(a) 


(b) 


Figura 26.29 Struttura secondaria dell’introne di rRNA di 
Tetrahymena, capace di autosplicing. (a) Le sequenze dell'introne 
sono indicate in giallo e in rosa, quelle dell'esone in verde. Ogni linea 
sottile in rosso chiaro rappresenta un legame tra nucleotidi successivi 
nella sequenza (un artificio grafico reso necessario per ottenere una 
rappresentazione bidimensionale di questa complessa molecola). Le 
linee corte in blu indicano un normale appaiamento di basi, mentre 

i puntini blu indicano un appaiamento G-U. Sono mostrati tutti i 
nucleotidi. Il nucleo catalitico responsabile dell'attività di autosplicing 


gli oligonucleotidi substrato e può essere inibito compe- 
titivamente. Il rapporto k.x/km (costante di specificità) è 
di 10 m! s_!, più basso di quello di molti enzimi, ma il ri- 
bozima accelera la reazione di idrolisi di un fattore di 10! 
rispetto alla reazione non catalizzata. Il suo meccanismo 
d’azione si basa sull’orientamento del substrato, sulla ca- 
talisi covalente e sulla catalisi da ioni metallici, tutte stra- 
tegie utilizzate anche dagli enzimi proteici. 


Caratteristiche di altri ribozomi ERNasi P di E. coli pos- 
siede sia una componente a RNA (l’RNA MI, di 377 nu- 
cleotidi), sia una componente proteica (M, 17 500). Nel 
1983 Sidney Altman e Norman Pace e i loro collaborato- 
ri scoprirono che in certe condizioni PRNA MI1 è dotato 
di capacità catalitiche e taglia i precursori del tRNA nella 
corretta posizione. La componente proteica a quanto pa- 
re ha la funzione di stabilizzare RNA catalitico o di faci- 
litarne la funzione in vivo. Il ribozima RNasi P riconosce la 
struttura tridimensionale del suo substrato pre-tRNA e la 
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P1 


è ombreggiato in grigio. Alcune regioni a basi appaiate sono 
contrassegnate (P1, P3, P2.1, P5a e così via) secondo una convenzione 
in uso per questa molecola. La regione P1, che contiene la sequenza 
guida interna (in viola) contiene il sito di splicing 5' (freccia nera). Parte 
della sequenza guida interna si appaia con l'estremità 3’ dell'esone, 
portando i siti di splicing 5'e 3’a stretto contatto (frecce nere). (b) 
(PDB ID 1GID) Struttura tridimensionale del dominio P4-P6 che in (a) è 
mostrato in giallo. (c) (PDB ID 1U6B) Struttura tridimensionale di gran 
parte di ciò che resta dell'introne mostrato in rosa in (a). 


sequenza CCA; è quindi in grado di scindere i nucleotidi 
all'estremità 5’ dei diversi tRNA (Figura 26.26). 

Il repertorio delle proprietà catalitiche dei ribozimi 
continua a espandersi. Alcuni virusoidi, piccoli RNA as- 
sociati ai virus a RNA delle piante, contengono una strut- 
tura che catalizza una reazione di autosplicing. Il ribozi- 
ma a testa di martello, illustrato nella Figura 26.28, appar- 
tiene a questa classe di ribozimi. Esso catalizza l’idrolisi di 
un legame fosfodiestere interno. La reazione di splicing 
che avviene in uno spliceosoma potrebbe basarsi su un 
centro catalitico formato dagli snRNA U2, U5, e U6 (Figu- 
ra 26.16). Ancora più rilevante è il fatto che una compo- 
nente a RNA dei ribosomi catalizza la sintesi delle protei- 
ne (Capitolo 27). 

Lo studio degli RNA catalitici ha ampliato l'orizzonte 
della catalisi in generale e allo stesso tempo ha suggerito 
importanti implicazioni sull’origine e sull'evoluzione del- 
la vita su questo pianeta, un argomento che verrà affron- 
tato nella Sezione 26.3. 
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Figura 26.30 Attività catalitica in vitro dell'RNA L-19 IVS 

di Tetrahymena. (a) L-19 IVS viene generato dalla rimozione 
autocatalitica di 19 nucleotidi dall'estremità 5'di un introne di 
Tetrahymena che ha subìto lo splicing. Una freccia indica il sito di 
rottura nella sequenza guida interna racchiusa nel riquadro. Il residuo 
G (ombreggiato in rosa) aggiunto nel primo passaggio della reazione 
di splicing (vedi la Figura 26.14) fa parte della sequenza rimossa. Una 
parte della sequenza guida interna rimane all'estremità 5’ di L-19 IVS. 
(b) Allungamento degli oligonucleotidi di RNA catalizzato da L-19 IVS. 


e GlimRNA cellulari vengono degradati a velocità diverse 
L’espressione genica è regolata a diversi livelli. Un fattore 
cruciale che governa l’espressione di un gene è la concen- 
trazione del suo mRNA. La quantità di ogni tipo di mole- 
cola in una cellula dipende da due fattori: la velocità del- 
la sua sintesi e la velocità della sua degradazione. Quan- 
do sintesi e degradazione di un mRNA sono bilanciate, la 
sua concentrazione rimane in una condizione di stato sta- 
zionario. Una variazione di una delle due velocità condur- 
rà a un accumulo o a una mancanza dell’mRNA. Le vie di 
degradazione assicurano che gli mRNA non si accumuli- 
no nella cellula e non dirigano la sintesi di proteine non 
più necessarie. 

Le velocità di degradazione variano notevolmente ne- 
gli mRNA prodotti da differenti geni eucariotici. Quan- 
do un prodotto genico è necessario solo per un breve pe- 
riodo, il tempo di emivita del suo mRNA è di soli pochi 
minuti o secondi. Invece prodotti genici di cui la cellula 
ha costantemente bisogno possono avere mRNA stabili 
per molte generazioni cellulari. Il tempo di emivita me- 
dio degli mRNA dei vertebrati è di circa 3 ore e il pool di 
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Alcuni oligonucleotidi vengono allungati a spese di altri in un ciclo 

di reazioni di transesterificazione (passaggi da © a ©). Il 3'-OH del 
residuo G all'estremità 3'di L-19 IVS svolge un ruolo fondamentale in 
questo ciclo di reazioni (si noti che questo non è il residuo G aggiunto 
durante la reazione di splicing). (C)5 è uno dei migliori substrati del 
ribozima perché può appaiarsi con la sequenza guida che resta 
nell'introne. Questa attività, sebbene sia probabilmente irrilevante 
nell'economia della cellula, ha importanti implicazioni per le recenti 
ipotesi sull'evoluzione esaminate alla fine di questo capitolo. 


ciascun tipo di mRNA viene degradato e risintetizzato 10 
volte per generazione cellulare. Il tempo di emivita degli 
mRNA batterici è molto più breve (circa 1,5 min), forse 
per scopi di regolazione. 

RNA messaggero viene degradato da ribonucleasi 
presenti in tuttii tipi di cellule. In E. coli, il processo inizia 
con uno o più tagli operati da un’endoribonucleasi, segui- 
ti da una degradazione 3'+5' catalizzata da esoribonu- 
cleasi. Negli eucarioti inferiori, la via principale di demo- 
lizione comprende dapprima l’accorciamento della coda di 
poli(A), e quindi l'eliminazione del cappuccio all’estremi- 
tà 5’ e la degradazione dell’mRNA nella direzione 5' + 3’. 
Esiste anche una degradazione 3'+5', che potrebbe essere 
la via principale negli eucarioti superiori. Tutti gli eucario- 
ti hanno un complesso di circa 10 esoribonucleasi 3'—5' 
conservate, chiamate esosomi, coinvolte nella modifica- 
zione delle estremità 3' degli rRNA, dei tRNA e di alcuni 
RNA con funzioni speciali (come gli snRNA e gli snoRNA), 
come pure nella degradazione degli mRNA. 

Nei batteri una struttura a forcina con un terminatore 
p indipendente (Figura 26.7) conferisce stabilità all’RNA. 
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Simili strutture a forcina possono rendere più stabili al- 
cuni trascritti primari, contribuendo così alla non unifor- 
me stabilità dei trascritti. Nelle cellule eucariotiche, le co- 
de di poli(A) 3' e i cappucci 5’, sono importanti per stabi- 
lizzare molti mRNA. 


e La polinucleotide fosforilasi sintetizza polimeri simili 
all’RNA a sequenza casuale 

Nel 1955 Marianne Grunberg-Manago e Severo Ochoa sco- 

prirono la polinucleotide fosforilasi, un enzima batteri- 

co che in vitro catalizza la reazione 


(NMP),, + NDP — (NMP),1 + P; 


Polinucleotide 
allungato 


La polinucleotide fosforilasi è stato il primo enzima sco- 
perto in grado di sintetizzare un acido nucleico (Arthur 
Kornberg scoprì la DNA polimerasi subito dopo). La rea- 
zione catalizzata dalla polinucleotide fosforilasi differisce 
notevolmente dalle attività della polimerasi discusse fino- 
ra, in quanto non richiede uno stampo. Lenzima usa co- 
me substrato i ribonucleosidi 5'-difosfato, e non accetta i 
corrispondenti trifosfato, né i deossinucleosidi 5'-difosfa- 
to. I polimeri di RNA formati dalla polinucleotide fosfori- 
lasi contengono il classico legame 3‘,5'-fosfodiestere, che 
può essere idrolizzato dalla ribonucleasi. La reazione è re- 
versibile e può essere spinta verso la degradazione dei po- 
liribonucleotidi aumentando la concentrazione del fosfa- 
to. La probabile funzione dell'enzima è quella di degrada- 
re glimRNA a nucleosidi difosfato. 


Severo Ochoa, 1905-1993 


Marianne Grunberg-Manago 


Poiché la polinucleotide fosforilasi non usa uno stam- 
po, i polimeri che forma non hanno una specifica sequen- 
za di basi. La reazione procede con qualunque dei quattro 
nucleosidi difosfato, e la composizione in basi del polime- 
ro sintetizzato riflette soltanto le concentrazioni relative 
dei substrati di 5'-difosfato nel mezzo. 

La polinucleotide fosforilasi può essere usata in labo- 
ratorio, per preparare polimeri di RNA con frequenze di 
basi diverse. I polimeri di RNA sintetizzati con la polinu- 
cleotide fosforilasi sono stati essenziali per definire il co- 
dice genetico per gli amminoacidi (Capitolo 27). 


SOMMARIO 26.2 
Maturazione dell'RNA 

e Gli mRNA eucariotici vengono modificati per aggiun- 
ta di un residuo di 7-metilguanosina all'estremità 5’ e 
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tramite un taglio seguito dalla poliadenililazione, con 
formazione di una coda di poli(A), all'estremità 3°. 

e Molti trascritti primari di mRNA contengono introni 
(regioni non codificanti), che vengono rimossi dallo 
splicing. L’escissione degli introni del gruppo I, che 
si trovano in alcuni rRNA, richiede come cofattore la 
guanosina. Alcuni introni dei gruppi I e II sono capaci 
di autosplicing, senza che sia necessario l’intervento di 
enzimi proteici. I precursori dell'mRNA nucleare pos- 
siedono una terza classe di introni (la più ampia), che 
vengono escissi con l’aiuto di complessi RNA-proteine, 
chiamati snRNP, organizzati in spliceosomi. Una quar- 
ta classe di introni, che si trova in alcuni tRNA, com- 
prende introni che vengono escissi da enzimi proteici. 

e La funzione di molti mRNA eucariotici è regolata da 
microRNA (miRNA) complementari. I miRNA stessi 
derivano da precursori, attraverso una serie di reazioni 
di modificazione. 

e Gli RNA ribosomiali e gli RNA transfer derivano da 
precursori di maggiori dimensioni, su cui agiscono al- 
cune nucleasi. Alcune basi vengono modificate enzi- 
maticamente durante il processo di maturazione. Al- 
cune modificazioni dei nucleosidi sono guidate dagli 
snoRNA, all’interno di complessi proteici chiamati 
snoRNP 

e Gli introni capaci di autosplicing e la componente di 
RNA della RNasi P (che taglia l’estremità 5’ dei pre- 
cursori dei tRNA) sono due esempi di ribozimi. Questi 
catalizzatori biologici mostrano le stesse caratteristi- 
che degli enzimi. Generalmente promuovono scissio- 
ni idrolitiche e transesterificazioni, utilizzando ’PRNA 
come substrato. Una combinazione di questi tipi di 
reazione può essere promossa dall’introne isolato del 
gruppo I dell’rRNA di Tetrahymena, che catalizza una 
reazione di polimerizzazione dell'RNA. 

e La polinucleotide fosforilasi catalizza una reazione 
reversibile di formazione di polimeri simili all’RNA a 
partire da ribonucleosidi-5'-difosfato, aggiungendo o 
rimuovendo ribonucleotidi a livello dell’estremità ossi- 


drilica 3' del polimero. In vivo l’enzima degrada P’RNA. 


Sintesi dell'RNA e del DNA 
dipendente dall’RNA 


Trattando la sintesi del DNA e dell’RNA, il ruolo di fila- 
mento stampo è sempre stato attribuito al DNA. Però al- 
cuni enzimi utilizzano come stampo un filamento di RNA 
per la sintesi degli acidi nucleici. A eccezione dei virus il 
cui genoma è costituito da RNA, questi enzimi hanno un 
ruolo relativamente modesto nelle vie di informazione. I 
virus a RNA sono la fonte principale delle polimerasi RNA- 
dipendenti caratterizzate fino a oggi. 

L'esistenza della replicazione dell'RNA comporta una 
rielaborazione del dogma centrale della biologia (Figu- 
ra 26.31; si confronti con lo schema di pagina 1001). Gli 
enzimi coinvolti nella replicazione dell'RNA hanno pro- 
fonde implicazioni nella ricerca sulle molecole in grado 
di autoreplicarsi che potrebbero essere esistite in tem- 
pi prebiotici. 
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Trascrizione 


Traduzione 


Proteina 


Figura 26.31 Estensione del dogma centrale, che include la sintesi 
RNA-dipendente di RNA e DNA. 


Trascrittasi 
inversa 
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e Latrascrittasi inversa produce DNA a partire da RNA virale 
Alcuni virus con genoma a RNA che infettano i tessuti 
animali contengono all’interno della particella virale una 
caratteristica DNA polimerasi dipendente dall’RNA chia- 
mata trascrittasi inversa. Durante l’infezione, il genoma 
virale di RNA a singola elica (lungo circa 10 000 nucleoti- 
di) e l'enzima penetrano nella cellula ospite. La trascritta- 
si inversa prima catalizza la sintesi di una catena di DNA 
complementare all’RNA virale (Figura 26.32), quindi de- 
grada la catena di RNA del risultante ibrido RNA-DNA e la 
sostituisce con DNA. Il DNA a doppia elica risultante spes- 
so viene incorporato nel genoma della cellula eucariotica 
ospite. Tali geni virali integrati (e quiescenti) possono es- 
sere attivati e trascritti e i prodotti genici, sia le proteine 
sia il genoma a RNA virale, vengono utilizzati per produr- 
re nuovi virus. I virus a RNA che contengono la trascritta- 
si inversa sono noti come retrovirus. 

L'esistenza di trascrittasi inverse nei virus a RNA era 
stata ipotizzata da Howard Temin nel 1962, e nel 1970 que- 
sti enzimi sono stati infine identificati in tali virus da Te- 
min e indipendentemente da David Baltimore. La loro sco- 
perta destò grande interesse, soprattutto perché costituiva 
la prova molecolare che l’informazione genetica può fluire 
“all'indietro”, dall’RNA al DNA. 
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Trascrizione 


Figura 26.32 Infezione retrovirale di una cellula di mammifero 
e integrazione del retrovirus nel cromosoma dell'ospite. 

Le particelle virali che entrano nella cellula ospite trasportano la 
trascrittasi inversa virale e un tRNA cellulare (raccolto da una cellula 
ospite precedente) già accoppiato con l'RNA virale. | segmenti color 
viola rappresentano le ripetizioni terminali sull’RNA virale. Il tRNA 
facilita l'immediata conversione dell'RNA virale in DNA a doppia 
elica per azione della trascrittasi inversa, come descritto nel testo. 
Una volta convertito in DNA a doppia elica, il DNA entra nel nucleo 
e viene integrato nel genoma ospite. L'integrazione è catalizzata 

da una integrasi codificata dal virus. Il meccanismo di integrazione 
del DNA virale nel DNA ospite è simile a quello dell'inserzione dei 


Cromosoma ospite 


al di fuori del nucleo 


trasposoni nei cromosomi batterici (vedi la Figura 25.41). Per esempio, 
alcune coppie di basi del DNA ospite si duplicano a livello del sito 

di integrazione, formando sequenze ripetute di 4-6 coppie di basi a 
ciascuna estremità del DNA retrovirale inserito (non illustrato). Con la 
trascrizione e la traduzione del DNA virale integrato si formano nuovi 
virus che vengono poi rilasciati dalla cellula in seguito alla sua lisi (a 
destra). Nei virus, l'RNA virale è racchiuso dalle proteine del capside 
chiamate Gag e da proteine più esterne di avvolgimento chiamate 
Env. Vi sono poi altre proteine virali (trascrittasi inversa, integrasi e 
una proteasi virale necessaria ad apportare le modificazioni post- 
traduzionali alle proteine virali) impacchettate all'interno della 
particella virale insieme all’RNA. 
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Howard Temin, 1934-1994 David Baltimore 


I retrovirus possiedono di norma tre geni: gag (group 
associated antigen, antigene associato al gruppo), pol ed env 
(Figura 26.33). II trascritto che contiene gag e pol codifi- 
ca una “poliproteina”, un unico lungo polipeptide che vie- 
ne scisso in sei proteine con funzioni distinte. Le protei- 
ne che derivano dal gene gag costituiscono il nucleo della 
particella virale. Il gene pol codifica la proteasi che scinde 
il lungo peptide, un’integrasi che inserisce il DNA virale 
nel cromosoma dell’ospite e la trascrittasi inversa. La tra- 
scrittasi inversa spesso è formata da due subunità a e B; 
il gene pol codifica la subunità B (M, 90 000), mentre la 
subunità a (M, 65 000) è semplicemente un frammento 
proteolitico della subunità f. Il gene env codifica le protei- 
ne dell’involucro virale. A ciascuna estremità degli RNA 
lineari ci sono sequenze ripetute lunghe alcune centinaia 
di nucleotidi (LTR). Una volta trascritte nel DNA duplex, 
queste sequenze facilitano l'integrazione del cromosoma 
virale nel DNA dell’ospite e contengono i promotori per 
l’espressione dei geni virali. 

Le trascrittasi inverse catalizzano tre diverse reazio- 
ni: (1) sintesi di DNA diretta dall’RNA, (2) degradazio- 
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ne dell’RNA, e (3) sintesi di DNA diretta dal DNA. Come 
molte DNA e RNA polimerasi, le trascrittasi inverse con- 
tengono Zn°*. Ciascuna trascrittasi è maggiormente atti- 
va in presenza dell’RNA del proprio virus, ma tutte pos- 
sono essere usate in laboratorio per sintetizzare moleco- 
le di DNA complementari a vari RNA. La sintesi di DNA 
e di RNA e la degradazione dell’RNA utilizzano siti atti- 
vi diversi presenti sull’enzima. Per la sintesi del DNA la 
trascrittasi inversa richiede un primer, che consiste di un 
tRNA cellulare ottenuto durante una precedente infezio- 
ne all’interno della particella virale e conservato. Questo 
tRNA è appaiato in corrispondenza della sua estremità 
3’ con una sequenza complementare nell’RNA virale. La 
nuova catena di DNA viene sintetizzata nella direzione 
5'—3', come in tutte le reazioni delle RNA e delle DNA 
polimerasi. Le trascrittasi inverse, come le RNA polime- 
rasi, non hanno attività 3'—+5’ esonucleasica con funzio- 
ne di proofreading. Generalmente esse presentano una 
frequenza di errori di 1 ogni 20 000 nucleotidi aggiun- 
ti. Una frequenza di errori così alta è estremamente rara 
durante la replicazione del DNA, e questa sembra essere 
una caratteristica della maggior parte degli enzimi che 
replicano i genomi dei virus a RNA. Una conseguenza fa- 
cilmente immaginabile è una più alta frequenza di mu- 
tazioni e una più rapida evoluzione dei virus, e ciò può 
essere la causa della frequente comparsa di nuovi ceppi 
di retrovirus patogeni. 

Le trascrittasi inverse sono diventate importanti rea- 
genti per lo studio dei rapporti DNA-RNA e per il clonag- 
gio del DNA. Esse rendono possibile la sintesi in laborato- 
rio di DNA complementari alla sequenza di basi di qualsia- 
si RNA stampo. Un DNA preparato in questo modo è chia- 
mato DNA complementare (cDNA) e può essere usato 
per clonare geni cellulari (vedi la Figura 9.14). 


della cellula ospite 


Figura 26.33 Struttura e prodotti genici di un 
genoma di retrovirus integrato. Le lunghe sequenze 
ripetute terminali (LTR) possiedono sequenze necessarie 
alla regolazione e all'inizio della trascrizione. La sequenza 
denominata y è necessaria per l'impacchettamento 
degli RNA retrovirali nelle particelle virali mature. La 
trascrizione del DNA retrovirale produce un trascritto 
primario che comprende i geni gag, pol ed env. La 
traduzione (Capitolo 27) produce una poliproteina, cioè 
un lungo polipeptide derivato dai geni gag e pol, che 
viene scisso da una proteasi in sei diverse proteine. Lo 
splicing del trascritto primario porta a un mRNA derivato 
in gran parte dal gene env, che viene anch'esso tradotto 
in una poliproteina, poi scissa per formare le proteine 
dell'involucro virale. 
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Figura 26.34 Il genoma del virus del sarcoma di Rous. Il gene 
src codifica una tirosina chinasi che appartiene a una classe di enzimi 
coinvolti nella divisione cellulare, nella interazione cellula-cellula e 
nella comunicazione intracellulare (Capitolo 12). Lo stesso gene si 
trova nel DNA del pollo (l'ospite usuale del virus) e nelgenoma di 


vpr + | 4 rev rev 
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pol 


molti altri eucarioti, compreso l'uomo. Quando è associato al virus 
del sarcoma di Rous, questo oncogene viene espresso a livelli molto 
elevati, contribuendo alla crescita cellulare non più regolata e alla 
carcinogenesi. 


| env 


LTR 


Figura 26.35 Il genoma dell’HIV, il virus che causa l'AIDS. 
Oltre ai tipici geni retrovirali, l'HIV contiene alcuni piccoli geni 
con varie funzioni (qui non mostrati e non tutti noti). Alcuni di essi 


e  Alcuniretrovirus causano il cancro e l’AIDS 
I retrovirus hanno avuto un ruolo importante nel- 
F le recenti scoperte sui meccanismi molecolari che 
provocano il cancro. La maggior parte dei retrovi- 
rus non uccide la cellula ospite, ma si integra in essa sotto 
forma di DNA, che si replica quando la cellula si divide. Al- 
cuni retrovirus, classificati come virus tumorali a RNA, con- 
tengono un oncogene che causa la crescita anormale della 
cellula. Il primo retrovirus di questo tipo studiato in detta- 
glio è stato il virus del sarcoma di Rous (detto anche virus 
del sarcoma aviario; Figura 26.34), così chiamato dal nome 
del ricercatore, F Peyton Rous, il primo a studiare i tumori 
dei polli, che, come oggi è noto, sono causati da questo vi- 
rus. A partire dalla scoperta dei primi oncogeni da parte di 
Harold Varmus e Michael Bishop, sono state trovate molte 
decine di oncogeni nei retrovirus. 

Anche il virus dell’immunodeficienza umana (human 
immunodeficiency virus, o HIV), l'agente che induce la sin- 
drome da immunodeficienza acquisita (acquired immune 
deficiency syndrome, o AIDS), è un retrovirus. Identifica- 
to nel 1983, l’HIV ha un genoma a RNA conii tipici geni 
retrovirali associati ad alcuni altri geni inconsueti (Figu- 
ra 26.35). A differenza di molti altri retrovirus, PHIV uc- 
cide molte delle cellule che infetta (principalmente lin- 
fociti T) piuttosto che causare la formazione di tumori. 
Questo porta gradualmente alla soppressione del sistema 
immunitario nell’organismo dell’ospite. La trascrittasi in- 
versa dell’HIV è circa dieci volte meno accurata nella re- 
plicazione rispetto alle altre trascrittasi inverse note, e ciò 
è la causa principale dell’alta frequenza di mutazioni di 
questo virus. Ogni volta che il genoma virale viene repli- 
cato, si verificano generalmente uno o più errori, cosicché 
due molecole di RNA virali non sono quasi mai identiche. 

Molti attuali vaccini contro le infezioni virali spesso 
contengono una o più proteine dell’involucro virale pro- 
dotte con le tecniche descritte nel Capitolo 9. Queste pro- 
teine non causano le infezioni ma stimolano il sistema im- 


sono sovrapposti. Meccanismi di splicing alternativo producono 
molte proteine diverse, a partire da questo piccolo genoma 
(9,7 x 10* nucleotidi). 


munitario a riconoscere e a resistere a un’eventuale infe- 
zione virale (Capitolo 5). A causa dell’alta frequenza di er- 
rore a cui è soggetta la trascrittasi inversa dell’HIV, il gene 
env di questo virus (come il resto del genoma) è soggetto a 
un'altissima frequenza di mutazioni, rendendo così com- 
plicata l'elaborazione di un vaccino efficace. Tuttavia, per 
propagare l’infezione virale sono necessari cicli ripetuti di 
invasioni e replicazioni cellulari, e quindi l’inibizione de- 
gli enzimi virali offre uno spiraglio a una terapia efficace. 
La proteasi dell’HIV è il bersaglio di una classe di farmaci 
chiamati inibitori della proteasi (vedi la Figura 6.24). La 
trascrittasi inversa è il bersaglio dei farmaci usati più dif- 
fusamente nel trattamento dei soggetti affetti da infezio- 
ne da HIV (Box 26.2). O 


e Moltitrasposoni, retrovirus e introni potrebbero 

aver avuto una comune origine durante l'evoluzione 
Alcuni trasposoni ben caratterizzati, costituiti da DNA di 
eucarioti così diversi come il lievito e il moscerino della 
frutta, hanno una struttura molto simile a quella dei re- 
trovirus, e spesso vengono detti retrotrasposoni (Figura 
26.36). I retrotrasposoni codificano un enzima omologo 
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Figura 26.36 ltrasposoni eucariotici. L'elemento Ty del lievito 
Saccharomyces e quello di Drosophila (moscerino della frutta) sono 
esempi di trasposoni eucariotici che spesso hanno una struttura 
simile a quella dei retrovirus ma non possiedono il gene env. Le 
sequenze è dell'elemento Ty sono funzionalmente equivalenti alle 
LTR dei retrovirus. Nell'elemento copia della Drosophila INT ed RT sono 
omologhi ai segmenti integrasi e trascrittasi inversa del gene pol. 
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Box 26.2 | NA 


La conoscenza della chimica fondamentale della biosin- 
tesi degli acidi nucleici diretta dallo stampo, associata alle 
moderne tecniche di biologia molecolare, ha permesso 
di conoscere il ciclo vitale e la struttura del virus dell’im- 
munodeficienza umana (HIV), il retrovirus che causa 
AIDS. Solo pochi anni dopo l'isolamento dell’HIV questi 
progressi hanno anche reso possibile la produzione di 
farmaci in grado di prolungare la vita dei soggetti infet- 
tati dall’HIV. 

Il primo di questi farmaci a essere approvato per l’uso 
clinico è stato ’AZT, un analogo strutturale della deos- 
sitimidina. EAZT è stato sintetizzato per la prima volta 
nel 1964 da Jerome P Horwitz; non ha avuto successo 
come farmaco contro il cancro (lo scopo per cui era stato 
sintetizzato), ma nel 1985 fu impiegato con successo nella 
cura dell'AIDS. EAZT viene captato dai linfociti T, le cel- 
lule del sistema immunitario che sono particolarmente 
suscettibili all’infezione da HIV, e convertito in AZT 
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3'-Azido-2',3'-dideossi- 
timidina (AZT) 


2',3'-Dideossiinosina (DDI) 


alla trascrittasi inversa retrovirale e le loro regioni codi- 
ficanti sono affiancate da sequenze LTR. Essi migrano da 
una posizione all’altra del genoma, per mezzo di un RNA 
intermedio, utilizzando la trascrittasi inversa per sintetiz- 
zare una copia di DNA dall’RNA, seguita dall’integrazione 
del DNA in un nuovo sito. La maggioranza dei trasposoni 
degli eucarioti adotta questo meccanismo di trasposizio- 
ne, che li distingue dai trasposoni batterici che invece si 
spostano da una zona all’altra del cromosoma sotto forma 
di DNA (vedi la Figura 25.41). 

I retrotrasposoni sono privi del gene env e quindi non 
possono formare particelle virali. Essi possono essere con- 
siderati come virus difettosi, intrappolati nelle cellule. Il 
confronto tra i retrovirus e i trasposoni eucariotici sugge- 
risce che la trascrittasi inversa possa essere un enzima pri- 
mordiale, che ha preceduto l'evoluzione degli organismi 
multicellulari. 

È interessante notare che molti introni dei gruppi I e II 
sono anche elementi genetici mobili. Oltre alla loro attività 
di autosplicing, essi codificano DNA endonucleasi che pro- 
muovono i loro spostamenti. Durante gli scambi genici tra 
cellule della stessa specie, o quando il DNA viene introdot- 
to nelle cellule dai parassiti o in qualche altro modo, que- 
ste endonucleasi promuovono l’inserzione dell’introne in 
un sito identico di un’altra copia di DNA che fa parte di 
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La lotta contro l’AIDS con gli inibitori della trascrittasi inversa dell’HIV 


trifosfato (’AZT trifosfato potrebbe non essere efficace 
se somministrato direttamente poiché non attraversa la 
membrana plasmatica). La trascrittasi inversa dell’HIV 
ha un’affinità più alta per ’AZT trifosfato che per il dTTB, 
e quindi il legame dell’AZT trifosfato all’enzima inibisce 
in modo competitivo il legame del ATTP Inoltre, PAZT 
può venire aggiunto all'estremità 3' della catena di RNA 
nascente, ma, poiché l’AZT non ha un ossidrile 3' la ca- 
tena di RNA viene prematuramente interrotta e la sintesi 
del DNA virale si arresta. 

LAZT trifosfato non è altrettanto tossico per i linfociti 
T perché le DNA polimerasi cellulari hanno un’affinità 
minore per questo composto rispetto al ATTP. EAZT è 
efficace a concentrazioni che vanno da 1 a 5 pm, suffi- 
cienti a inibire la trascrittasi inversa, ma troppo basse 
per interferire con la replicazione del DNA cellulare. 
Sfortunatamente il farmaco si è rivelato tossico per le 
cellule del midollo osseo, che sono i precursori dei globuli 
rossi, e i pazienti in trattamento con AZT sviluppano 
spesso anemia. EFAZT aumenta la sopravvivenza dei pa- 
zienti con forme avanzate di AIDS di circa un anno ed 
è anche in grado di ritardare l'instaurarsi della malattia 
negli individui nella fase precoce dell'infezione da HIV. 
Altri farmaci, come la dideossinosina (DDI), hanno un 
meccanismo d’azione simile. Altri farmaci più recenti 
hanno come obiettivo l’inibizione della proteasi dell’HIV. 
A causa dell’alta frequenza di errore a cui è soggetta la 
trascrittasi inversa dell’HIV, che provoca una sua rapida 
evoluzione, i trattamenti efficaci di questa infezione 
usano una combinazione di farmaci diretti sia contro la 
proteasi sia contro la trascrittasi inversa. 


un gene omologo che non contiene l’introne, mediante un 
processo chiamato homing (Figura 26.37). 

Mentre l’homing degli introni del gruppo I è basato sul 
DNA, quello degli introni del gruppo II richiede l’interven- 
to di un RNA intermedio. Le endonucleasi degli introni del 
gruppo II sono associate a una attività di trascrittasi inver- 
sa. Dopo che gli introni vengono escissi dal trascritto pri- 
mario, le proteine possono formare complessi con RNA 
stesso degli introni. Poiché il processo di homing compor- 
ta l'inserzione dell’RNA intronico nel DNA e la trascrizio- 
ne inversa dell’introne, lo spostamento di questi introni è 
stato chiamato anche retrohoming. Col tempo, ogni copia 
di un particolare gene può acquisire l’introne. Molto più 
raramente, l’introne può inserirsi in una nuova posizione 
in un gene non correlato. Se questo evento non uccide la 
cellula ospite, può portare a un’evoluzione e al riposizio- 
namento di un introne. Le strutture e i meccanismi usati 
dagli introni mobili sono in accordo con l’idea che alcuni 
introni si siano originati come parassiti molecolari, la cui 
traccia si può trovare nei retrovirus e nei trasposoni. 


e Latelomerasi è una trascrittasi inversa specializzata 

I telomeri, le strutture specializzate presenti alle estremità 
dei cromosomi eucariotici lineari (vedi la Figura 24.8) sono 
in genere costituiti da numerose copie ripetute di una cor- 
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Figura 26.37 Introni che si spostano: homing e retrohoming. 
Alcuni introni contengono un gene (mostrato in rosso) che codifica 
enzimi che promuovono l'homing (alcuni introni del gruppo I) o 

il retrohoming (alcuni introni del gruppo II). (a) Il gene all'interno 
dell'introne escisso si lega a un ribosoma e viene tradotto. Gli introni 
homing del gruppo | codificano una endonucleasi sito-specifica, 
chiamata endonucleasi di homing. Gli introni retrohoming del 
gruppo II specificano una proteina che ha sia attività endonucleasica 
che attività trascrittasica inversa (qui non mostrata). (b) Homing. 
L'allele a di un gene X contenente un introne homing di gruppo | 

è presente in una cellula in cui si trova anche l'allele b dello stesso 
gene privo dell'introne. La endonucleasi di homing prodotta da 

a scinde b in una posizione corrispondente all’introne in a, e con 

un meccanismo di riparazione delle rotture della doppia elica 
(ricombinazione con l'allele a; vedi la Figura 25.35) si crea una 

nuova copia dell'introne in b. (c) Retrohoming. L'allele a di un gene 

Y contiene un introne retrohoming del gruppo II. L'allele b non ha 
l'introne. L'introne escisso per splicing si inserisce nel filamento 
codificante di b, mediante una reazione che è l'inverso dello splicing 
che aveva escisso l'introne dal trascritto primario (vedi la Figura 
26.15), con l'eccezione che qui l'inserzione avviene nel DNA, invece 
che nell'RNA. Il filamento non codificante del DNA di b viene quindi 
scisso dalla endonucleasi/trascrittasi inversa codificata dall'introne. 
Lo stesso enzima usa l'RNA inserito come stampo per sintetizzare un 
filamento di DNA complementare. L'RNA viene quindi degradato da 
ribonucleasi cellulari e sostituito con DNA. 


ta sequenza oligonucleotidica, di solito T,G, in una catena e 
C,A, nella catena complementare; x e y sono di norma com- 
presi tra 1 e 4 (pagina 1008). I telomeri variano in lunghez- 
za da poche decine di coppie di basi, come nei protozoi ci- 
liati, fino a decine di migliaia di coppie di basi nei mammi- 
feri. II filamento TG è più lungo dell’altro filamento com- 
plementare, per cui rimane una regione di DNA a catena 
singola lunga poche centinaia di nucleotidi all'estremità 3’. 

Le estremità di un cromosoma lineare non vengono fa- 
cilmente replicate dalla DNA polimerasi cellulare. La re- 
plicazione del DNA richiede uno stampo e un primer, ma 
all'estremità di una molecola di DNA lineare non è dispo- 
nibile alcuno stampo per l’appaiamento con un primer di 
RNA. Senza un meccanismo speciale per la replicazione 
delle estremità, i cromosomi verrebbero progressivamente 
accorciati di generazione in generazione. Il problema vie- 
ne risolto dall’enzima telomerasi, scoperto da Carol Grei- 
der ed Elizabeth Blackburn, che aggiunge i telomeri alle 
estremità dei cromosomi. 


Carol Greider Elizabeth Blackburn 


La scoperta e la purificazione di questo enzima han- 
no permesso di comprendere un meccanismo di reazione 
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La telomerasi si dissocia. 
L’RNA primasi sintetizza un 
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Proteine che legano 
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che legano il telomero. 
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molto importante e che non ha precedenti. La telomerasi, 
come altri enzimi descritti in questo capitolo, è costituita 
da un componente a base di RNA e da un componente pro- 
teico. Il componente di RNA è lungo circa 150 nucleotidi e 
contiene circa 1,5 copie della sequenza ripetitiva telomeri- 
ca C,A,. Questa parte di RNA serve da stampo per la sintesi 
della catena T,G, del telomero. La telomerasi quindi fun- 
ziona come una trascrittasi inversa che fornisce il sito at- 
tivo per la sintesi del DNA RNA-dipendente. A differenza 
delle trascrittasi inverse retrovirali, la telomerasi copia solo 
un piccolo segmento di RNA che ha al suo interno. La sin- 
tesi dei telomeri richiede l’estremità 3' di un cromosoma 
come primer e procede nella consueta direzione 5’ + 3'. 
Dopo aver sintetizzato una copia della sequenza ripetuta, 


GTTEGGGTTG3] 
(T AACCCCAAC È 


GTTG 3 2 


€ ARCCCCAAC, —mxr- )) 


GTTEGGGTTE3] 


e Si I \ 


AACCCCAACCECARCECCARCCCCAAGCCÌ 5 + AD 
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Catena CA Catena TG 


Proteine 
TRF1 e TRF2 che legano 
il DNA 
duplex 
) (b) telomerico 


(c) 


La DNA polimerasi occupa lo spazio di 
intervento; la DNA ligasi sigilla 


Figura 26.38 Sintesi e struttura del 

telomero. (a) Lo stampo interno di RNA della 

telomerasi si lega e si appaia con le basi del 
63: primer di TG sul DNA (T,G,). L'enzima telomerasi 
aggiunge ulteriori residui T e G al primer, poi 
riposiziona lo stampo interno di RNA per 
aggiungere altre sequenze ripetute di T e G che 
generano la catena TG del telomero. Il filamento 
complementare è sintetizzato dalla DNA 
polimerasi cellulare dopo la sintesi del primer da 
parte di una RNA primasi. (b) Struttura ipotizzata 
dell'ansa T nei telomeri. Il filamento singolo 
sintetizzato dalla telomerasi si piega su se stesso 
e si accoppia con la sequenza complementare 
nella porzione a doppia elica del telomero. Molte 
Re proteine si legano al telomero, tra cui TRF1 e TRF2 
(telomere repeat binding factors). (c) Fotografia al 
microscopio elettronico di un'ansa all'estremità 
di un cromosoma isolato da epatociti di topo. La 
linea in basso rappresenta una lunghezza di 5000 
coppie di basi. 


TRF1 e TRF2 


l'enzima deve riposizionarsi per riprendere l’allungamen- 
to del telomero (Figura 26.38a). 

Dopo l'allungamento del filamento T,G,a opera della 
telomerasi, il filamento complementare C,A, viene sinte- 
tizzato dalle DNA polimerasi cellulari, iniziando con un 
primer di RNA (vedi la Figura 25.12). La regione a singo- 
lo filamento viene protetta da specifiche proteine di le- 
game in molti degli eucarioti meno evoluti, specialmente 
in quelle specie dove i telomeri sono lunghi poche centi- 
naia di coppie di basi. Negli eucarioti più evoluti (fra cui 
i mammiferi), dove i telomeri sono lunghi molte migliaia 
di coppie di basi, il filamento singolo viene racchiuso in 
una struttura specializzata chiamata ansa T (T loop) (Fi- 
gura 26.38b). Lestremità a singolo filamento si ripiega 
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all’indietro e si appaia con la regione complementare nel- 
la porzione a doppia elica del telomero. La formazione di 
un’ansa T prevede l'invasione dell’estremità 3’ a filamen- 
to singolo del telomero nel duplex di DNA con un mec- 
canismo forse simile all’inizio della ricombinazione ge- 
netica omologa (vedi la Figura 25.35). Nei mammiferi il 
DNA a forma di ansa viene legato da due proteine chia- 
mate TRFI1 e TRF2, e la seconda è direttamente coinvol- 
ta nella formazione dell’ansa T. Questa struttura proteg- 
ge le estremità 3’ dei cromosomi rendendole inaccessi- 
bili alle nucleasi e agli enzimi che riparano le interruzio- 
ni della doppia elica. 

Nei protozoi (come Tetrahymena) la perdita dell’atti- 
vità telomerasica causa il graduale accorciamento dei te- 
lomeri a ogni divisione cellulare, e ciò determina alla fi- 
ne la morte della linea cellulare. Nell'uomo è stata osser- 
vata una simile correlazione tra lunghezza dei telomeri e 
invecchiamento cellulare (cessazione della divisione cel- 
lulare). Nelle cellule della linea germinale che contengo- 
no l’attività telomerasica, la lunghezza dei telomeri viene 
mantenuta costante; nelle cellule somatiche, dove manca 
la telomerasi, ciò non avviene. Esiste una relazione inver- 
samente proporzionale tra la lunghezza dei telomeri dei 
fibroblasti in coltura e l'età dell'individuo da cui i fibrobla- 
sti sono stati prelevati: i telomeri delle cellule somatiche 
umane si accorciano progressivamente con l’età. Se la te- 
lomerasi viene introdotta nelle cellule somatiche in vitro, 
l’attività viene ripristinata e la durata del ciclo vitale delle 
cellule ne risulta fortemente incrementata. 

Il graduale accorciamento dei telomeri è un punto 
chiave del processo di invecchiamento? La durata della 
nostra vita è determinata dalla lunghezza dei telomeri al- 
la nascita? Ulteriori ricerche in questo campo dovrebbero 
aprire affascinanti prospettive. 


e Alcuni RNA virali vengono replicati da RNA polimerasi 

dipendenti dall’RNA 
Alcuni batteriofagi di E. coli, come f2, MS2, R17 e QB, ma 
anche alcuni virus eucariotici (come il virus dell’influen- 
za e il virus Sindbis, quest’ultimo associato a una forma di 
encefalite) hanno genomi costituiti da RNA. I cromosomi 
di RNA a singola elica di questi fagi, che fungono anche 
da mRNA per la sintesi delle proteine virali, vengono re- 
plicati nella cellula ospite per mezzo di enzimi chiamati 
RNA polimerasi dipendenti dall’RNA o RNA replica- 
si. Tutti i virus a RNA, con l'eccezione dei retrovirus, de- 
vono codificare una proteina con attività RNA polimera- 
sica RNA-dipendente, poiché le cellule ospiti non possie- 
dono questo enzima. 

RNA replicasi della maggior parte dei batteriofagi 
a RNA ha un peso molecolare di —210 000 e ha quat- 
tro subunità. Una di queste (M, —65 000), che contiene 
il sito attivo per la replicazione, viene prodotta dal ge- 
ne della replicasi codificato dall’RNA virale. Le altre tre 
subunità sono proteine della cellula ospite normalmen- 
te coinvolte nella sintesi proteica in E. coli: i fattori di al- 
lungamento di E. coli Tu (M, 45 000) e Ts (M, —34 000) 
(che svolgono la loro normale funzione trasportando gli 
amminoacil-tRNA verso il ribosoma), e la proteina S1 (un 
normale componente della subunità ribosomiale 305). 
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Queste tre proteine dell’ospite probabilmente aiutano 
RNA replicasi a posizionare e a legare l’estremità 3’ del- 
RNA virale. 

ERNA replicasi isolata da cellule di E. coli infettate dal 
fago Qp catalizza la formazione di un RNA complementa- 
re all’RNA virale in una reazione simile a quella catalizza- 
ta dalle RNA polimerasi dirette dal DNA. La sintesi della 
nuova catena di RNA procede nella direzione 5' > 3’ eil 
suo meccanismo biochimico è identico a quello di tutte le 
altre reazioni sintetiche degli acidi nucleici che richiedo- 
no uno stampo. RNA replicasi necessita di uno stampo di 
RNA e non funziona con il DNA. Penzima non ha un’atti- 
vità endonucleasica di proofreading e la sua frequenza di 
errori è simile a quella dell'RNA polimerasi. A differenza 
delle DNA polimerasi e delle RNA polimerasi, le RNA re- 
plicasi sono specifiche per l’RNA del loro virus; gli RNA 
della cellula ospite in genere non vengono replicati. Ciò 
spiega come gli RNA dei virus a RNA vengano replicati di 
preferenza nella cellula ospite, anche se questa contiene 
molti altri tipi di RNA. 


e Lasintesi dell'RNA offre importanti spunti 

sulla biochimica dell'evoluzione 
La straordinaria complessità e l’ordine che distinguono gli 
esseri viventi dagli oggetti inanimati sono la manifesta- 
zione principale dei processi più rilevanti della vita. Per il 
mantenimento della vita è necessario che avvengano molto 
rapidamente trasformazioni chimiche selezionate, in parti- 
colare quelle responsabili dell’utilizzazione efficiente del- 
le fonti ambientali di energia e della sintesi delle elaborate 
macromolecole specializzate presenti nella cellula. Le con- 
dizioni fondamentali per la vita, quindi, sono la presenza 
di catalizzatori potenti e altamente specifici, gli enzimi, e 
di un sistema di informazione in grado di conservare lo 
schema necessario a creare questi enzimi e a riprodurli di 
generazione in generazione. I cromosomi non contengono 
i progetti per costruire una cellula, ma quelli per la produ- 
zione degli enzimi necessari a costruire e a mantenere una 
cellula. Le necessità parallele di un sistema di informazio- 
ne e di un sistema di catalizzatori ci pongono davanti a un 
classico rompicapo: che cosa si è sviluppato per primo, l’in- 
formazione necessaria a specificare la struttura o gli enzi- 
mi necessari a mantenere e a trasmettere l’informazione? 

Negli anni ’60 la scoperta della complessità struttura- 
le e funzionale dell’RNA ha condotto Carl Woese, Francis 
Crick e Leslie Orgel a proporre l’ipotesi che questa macro- 
molecola potesse avere funzioni sia catalitiche sia informa- 
zionali. La scoperta degli RNA catalitici ha portato a ipotiz- 
zare l’esistenza di un “mondo a RNA” che potrebbe essere 
stato un passo importante nella transizione dalla chimica 
prebiotica agli organismi viventi (vedi la Figura 1.36). Un 
RNA capace di autoreplicarsi o un polimero con equivalen- 
ti caratteristiche chimiche potrebbe essere il progenitore 
comune a tutte le forme di vita sul nostro pianeta, poiché 
la capacità di autoreplicarsi gli ha consentito di arrivare fi- 
no a noi attraverso innumerevoli generazioni. 

Come dovrebbe essere un polimero capace di autore- 
plicarsi? Come potrebbe mantenersi in un ambiente dove i 
precursori per la sua sintesi sono relativamente scarsi? Co- 
me può l’evoluzione progredire da un tale polimero fino al 
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“mondo attuale” costituito da 
DNA e proteine? A queste dif- 
ficili domande si dovrebbe ri- 
spondere tramite un’attenta 
sperimentazione che fornisca 
indizi sulla comparsa della vi- 
ta sulla Terra e sulla sua evo- 
luzione. 

La probabile origine del- 
le basi puriniche e pirimidi- 
niche è suggerita dai risulta- 
ti degli esperimenti progetta- 
ti per verificare le ipotesi sulla 
chimica prebiotica (pagine 33- 
34). Supponendo che molecole 
semplici come CH, NH;, H,0 
e H; fossero presenti nell’at- 
mosfera primordiale, in segui- 
to a scariche elettriche come 
i fulmini, si sono prima gene- 
rate molecole più reattive co- 
me HCN e aldeidi e successiva- 
mente una serie di amminoa- 
cidi e di acidi organici (vedi la 
Figura 1.34). Quando le mole- 
cole come HCN sono diventate 
abbondanti, le basi puriniche 
e pirimidiniche sono state sin- 
tetizzate in quantità apprezza- 
bili. È interessante notare che 
una soluzione concentrata di 
cianuro di ammonio lasciata 
in incubazione per pochi gior- 
ni genera adenina con una re- 
sa superiore allo 0,5% (Figu- 
ra 26.39). L’adenina potreb- 
be essere stata il primo e il più 
abbondante costituente dei nucleotidi ad apparire sulla 
Terra. La maggior parte dei cofattori enzimatici contiene 
adenosina nella struttura, sebbene questa non interven- 
ga direttamente nella funzione di cofattore (vedi la Figura 
8.38). Questo dato può suggerire una relazione evolutiva, 
basata sulla semplice sintesi di adenina dal cianuro di am- 
monio, situazione in cui l’adenina poteva semplicemente 
essere abbondante e disponibile. 

Lipotesi di un mondo a RNA comporta l’esistenza di un 
polimero di nucleotidi in grado di autoriprodursi. Può un 
ribozima portare avanti la propria sintesi diretta da uno 
stampo? I ricercatori sono sempre più vicini alla scoperta 


Leslie Orgel, 1927-2007 
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Figura 26.39 Possibile sintesi prebiotica dell’adenina dal 
cianuro di ammonio. L'adenina deriva da cinque molecole di 
cianuro, ombreggiate nella figura. 
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di questo ribozima o sistema ribozimiale. Per esempio, Ge- 
rald Joyce e i suoi colleghi pubblicarono nel 2009 la scoper- 
ta del primo insieme di due ribozimi in grado di catalizza- 
re l’uno la formazione dell’altro (Figura 26.40). Un ribozi- 
ma, E, catalizza la giunzione di due oligonucleotidi (A' e 
B') per creare un secondo ribozima complementare chia- 
mato E‘. E' sarebbe quindi in grado di catalizzare l’unio- 
ne di altri due oligonucleotidi (A e B) per formare un’altra 
molecola di E. In questo sistema, la formazione di E e di E' 
ha sfruttato uno stampo e i quantitativi sono aumentati in 
modo esponenziale fino a che i substrati erano disponibili 
e le proteine assenti. Il sistema si è evoluto quando nella 
popolazione sono comparsi enzimi più efficienti. Un ribo- 
zima simile all’RNA polimerasi con funzioni più generali 
è stato descritto nel 2011 da Philipp Holliger e dai suoi col- 
leghi. In effetti, la velocità delle scoperte in questo campo 
sta aumentando notevolmente. 

Un polimero capace di autoreplicarsi avrebbe rapida- 
mente consumato i precursori disponibili forniti dai pro- 
cessi relativamente lenti della chimica prebiotica. Quindi, 
dopo un primo stadio dell’evoluzione, sarebbe nata la ne- 
cessità di disporre di vie metaboliche capaci di generare 
i precursori in maniera più efficiente. La sintesi dei pre- 
cursori potrebbe essere stata catalizzata dai ribozimi. I ri- 
bozimi scoperti in natura hanno un limitato repertorio 
di funzioni catalitiche, e non è rimasta traccia dei ribozi- 
mi che possono essere esistiti in quel tempo. Per esplora- 
re l’ipotesi del mondo a RNA in maniera più approfondita 
dobbiamo sapere se RNA ha la capacità di catalizzare le 
molte diverse reazioni necessarie in un sistema primitivo 
di vie metaboliche. 

La ricerca di RNA con nuove funzioni catalitiche è sta- 
ta aiutata dallo sviluppo di un metodo col quale si posso- 
no trovare rapidamente, nell’insieme di polimeri casuali 
di RNA, quelli con particolari attività e selezionarli: que- 
sto metodo si chiama SELEX e non è nient'altro che una 
“evoluzione accelerata” in un test in provetta (Box 26.3). Il 
metodo SELEX è stato utilizzato per generare molecole di 
RNA che legano amminoacidi, coloranti organici, nucleo- 
tidi, cianocobalammina e altre molecole. Inoltre sono stati 
isolati ribozimi che sono in grado di catalizzare la forma- 
zione di legami estere e ammidici, le reazioni Sy2, l’aggiun- 
ta di ioni metallici alle porfirine e la formazione di legami 
carbonio-carbonio. L'evoluzione di cofattori enzimatici con 
“maniglie” nucleotidiche che facilitano il legame ai ribozi- 
mi può aver ulteriormente aumentato il repertorio di pro- 
cessi chimici disponibili per i sistemi metabolici primitivi. 

Come vedremo nel prossimo capitolo, alcune molecole 
di RNA naturale possono catalizzare la formazione di lega- 
mi peptidici, il che dà un'idea di come il mondo a RNA pos- 
sa essere stato trasformato dal superiore potenziale catali- 
tico delle proteine. La sintesi di proteine potrebbe essere 
uno dei maggiori eventi dell'evoluzione del mondo a RNA, 
ma potrebbe anche avere determinato la sua fine. Il ruolo 
di portatore dell’informazione può essere passato dall’R- 
NA al DNA, in quanto la sua molecola è chimicamente più 
stabile. ERNA replicasi e la trascrittasi inversa potrebbero 
essere versioni moderne di enzimi che una volta svolgeva- 
no un ruolo importante, rendendo possibile la transizione 
al sistema attuale basato sul DNA. 
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A sostegno dell’ipotesi del mondo a RNA ci sono oggi al- 
meno cinque tipi di evidenze. Primo, gli RNA catalitici esi- 
stono. L’RNA può così avere la capacità di immagazzinare 
l'informazione, ma anche di catalizzare delle reazioni. Se- 
condo, la vasta gamma di reazioni per cui si sono sviluppati 
gli RNA catalitici è sufficiente a formare la base di un siste- 
ma metabolico primordiale. Terzo, vi sono molti RNA oggi 
esistenti che sono verosimilmente vestigia di un mondo a 
RNA, compresi i ribozimi, i retrovirus, i virus a RNA e ire- 
trotrasposoni. Quarto, un RNA catalitico è responsabile del- 
la sintesi di proteine (Capitolo 27). Infine, sono stati prodotti 
in laboratorio RNA catalitici che hanno capacità di autore- 
plicazione. Un campo di investigazione in fermento, la chi- 
mica prebiotica (non descritta in questo testo), sta svelan- 
do alcune possibili strade per la comparsa di precursori dei 
nucleotidi nel brodo primordiale. 

I parassiti molecolari potrebbero essersi originati nel 
mondo a RNA. Con la comparsa dei primi autoreplicatori 
inefficienti, la trasposizione potrebbe essere stata un’im- 


(a) 
A B 
(b) 
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Figura 26.40 Replicazione autocatalizzata di un enzima a 
RNA. Questo sistema possiede molte delle proprietà dei sistemi 
viventi. Le molecole di RNA contengono l'informazione e hanno 
funzione catalitica; inoltre le reazioni generano un aumento 
esponenziale della quantità degli RNA prodotti. Quando vengono 
introdotte delle varianti degli RNA substrato, il sistema va incontro 
a selezione naturale di modo che i replicatori migliori sono più 
rappresentati nella popolazione finale. (a) Schema della reazione. 
Gli oligoribonucleotidi A e B si associano al ribozima E'e vengono 
legati cataliticamente formando il ribozima E. La giunzione degli 
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portante alternativa alla replicazione come strategia per 
raggiungere la riproduzione e quindi la sopravvivenza. Gli 
RNA parassiti primitivi potrebbero essere semplicemente 
entrati in una molecola autoreplicantesi tramite la trans- 
esterificazione catalizzata, e quindi essere stati replicati 
passivamente. La selezione naturale potrebbe aver fatto 
sì che la trasposizione divenisse sito-specifica, indirizzan- 
do le sequenze trasposte in maniera che queste non inter- 
ferissero con le attività catalitiche dell'RNA dell’ospite. I 
replicatori e i trasposoni a RNA potrebbero essere coesi- 
stiti in una relazione primitiva e simbiotica, contribuendo 
ognuno all'evoluzione dell’altro. I moderni introni, i re- 
trovirus e i trasposoni potrebbero essere vestigia di que- 
sta strategia, sviluppata dagli antichi RNA parassiti. Que- 
sti elementi continuano a dare un importante contributo 
all'evoluzione dei loro ospiti. 

Sebbene il mondo a RNA rimanga ancora un'ipotesi con 
molti dubbi da verificare, esistono dati sperimentali che 
supportano alcuni degli elementi chiave di questa teoria. 
Ulteriori esperimenti potrebbero incrementare le nostre co- 
noscenze. Importanti indizi per la soluzione di questo puz- 
zle potrebbero essere scoperti mediante studi chimici nel- 
le cellule viventi e forse su altri pianeti. Intanto, l’universo 
dell’RNA continua a espandersi (Box 26.4). 
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oligoribonucleotidi A'e B'viene catalizzata allo stesso modo dal 
ribozima E. 1 livelli di E e di E' crescono in modo esponenziale, con 

un tempo di raddoppio di circa un'ora a 42 °C, fino a che la quantità 
dei precursori A, B, A'e B'sarà sufficiente. (b) La reazione di ligazione 
coinvolge l'attacco dell'OH in posizione 3'di un oligoribonucleotide 
al fosfato a del trifosfato in posizione 5' dell'altro oligoribonucleotide. 
Contemporaneamente viene rilasciato pirofosfato. L'accoppiamento 
delle basi dei substrati con il ribozima ha un ruolo chiave 
nell'allineamento dei substrati per la reazione. 


© 978-88-08-26148-9 


CAPITOLO 26 


Metabolismo dell'RNA 


Box 26.3 METODI Il metodo SELEX per generare polimeri di RNA con nuove funzioni 


Il metodo SELEX (sistematic evolution of ligands by 
exponential enrichment) viene utilizzato per generare ap- 
tameri, oligonucleotidi selezionati per formare legami 
molto solidi con specifici bersagli molecolari. Il processo 
è totalmente automatizzato per permettere una rapida 
identificazione di uno o più aptameri con la specificità 
desiderata. 

La Figura 1 descrive come il metodo SELEX viene uti- 
lizzato per selezionare specie di RNA che si legano 
strettamente all’ATP Nella fase © una miscela casuale 
di polimeri di RNA viene sottoposta a un metodo di 
“selezione innaturale” facendola passare attraverso una 
resina alla quale è stato attaccato l’ATP. Il limite pratico 
per la complessità della miscela di RNA in esame con il 
metodo SELEX è di 10! differenti sequenze, che con- 
sente di disporre in modo completamente casuale 25 nu- 
cleotidi (495 = 109), Nella fase@ i polimeri di RNA che 
passano attraverso la colonna vengono scartati. Nella 
fase @ i polimeri che legano l’ATP e sono rimasti attac- 
cati alla colonna sono rimossi (eluiti) con una soluzione 
salina e raccolti. Nella fase@®i polimeri raccolti vengono 
amplificati, utilizzando spesso la trascrittasi inversa per 
ottenere molte copie del DNA complementare, e quindi 
con una RNA polimerasi si possono ottenere molte copie 
del’RNA complementare al DNA. Nella fase (5) que- 
sto nuovo pool di RNA è sottoposto nuovamente alla 
stessa procedura di selezione, che viene ripetuta decine 
di volte o anche di più. Alla fine del processo rimangono 
solo pochi aptameri, in questo caso sequenze di RNA 


1015 sequenze casuali 


di RNA 
—rr_ 
pati matita regi 
rr—> ripetizione del ciclo 
—— — 
———_ 
E EE 
— —_ 
_———6 
——.- 
: x. _—_ 
ATP coniugato i —rr 
: _ —_TL_0 
alla resina uquqgqgoe 
Sequenze di RNA 
che hanno 
la capacità 
di legare PATP 
amplificazione 
_— 
rr °n1° a 
pa Sequenze di RNA 
Sequenze di RNA che si legano all’ATP 
che non si legano all’ATP 


e che vengono scartate 


Figura 1 Il metodo SELEX 


con forte affinità per l’ATP Nella Figura 2 è mostrata la 
struttura di una sequenza di un aptamero di RNA che 
si lega all’ATP; molecole con questa struttura generale 
legano l’ATP (o altri nucleotidi adenosinici) con una 
Ka<50pm. La Figura 3 presenta la struttura tridimensio- 
nale di un aptamero di RNA con 36 nucleotidi (mostrato 
come complesso con AMP) ottenuto mediante SELEX. 
Questo RNA possiede lo scheletro strutturale mostrato 
nella Figura 2. 


Oltre a essere utilizzato per esplorare la funzio- 
nalità potenziale dell'RNA, il metodo SELEX ha 

un’importante applicazione pratica per identi- 
ficare brevi RNA per usi farmacologici. Scoprire un ap- 
tamero che si lega specificamente a ogni possibile 
bersaglio terapeutico potrebbe essere impossibile, ma la 
capacità del metodo SELEX di selezionare rapidamente 
e amplificare una specifica sequenza nucleotidica da un 
pool altamente complesso di sequenze lo rende un ap- 
proccio promettente per la progettazione di nuove tera- 
pie. Per esempio, si potrebbe selezionare un RNA che si 
lega strettamente a una proteina recettore prevalente 
nella membrana plasmatica delle cellule in un particolare 
tumore maligno. Bloccando l’attività del recettore o in- 
dirizzando una tossina alle cellule tumorali attraverso un 
aptamero, si potrebbero uccidere le cellule. Il metodo 
SELEX è stato utilizzato anche per selezionare aptameri 
di DNA che rivelano le spore di antrace. Molte altre ap- 
plicazioni promettenti sono attualmente in via di svi- 
luppo. O 


Figura 2 Aptamero di RNA che si lega all'ATP. | nucleotidi 
ombreggiati sono quelli necessari per l'attività di legame. 


GGAAGAAACUG 


Figura 3 L'aptamero di RNA (derivato da PDB ID 1RAW) si lega 
all'AMP. Le basi dei nucleotidi conservati (che formano la “tasca” di 
legame) sono grigie; l’AMP legato è rosso. 
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Box 26.4 Un universo a RNA in continua espansione, pieno di RNA TUF 


In varie occasioni nel testo vengono riportate le stime 
attuali del numero dei geni presenti nel genoma umano e 
in altri genomi. Queste stime presumono che gli scienziati 
sappiano quali siano i geni che incontrano, basandosi 
sulle nostre attuali conoscenze sul DNA, P'RNA e le pro- 
teine. Ma è proprio così? 

Come abbiamo detto nel Capitolo 9, meno del 2% del 
genoma umano codifica proteine. Anche quando all’in- 
terno dei geni sono presenti gli introni, c'è da aspettarsi 
che solo una piccola frazione del genoma venga trascritta 
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in RNA, soprattutto in mRNA perla sintesi delle proteine. 
Il resto del genoma qualche volta è stato definito DNA 
spazzatura. Ma il termine “spazzatura” riflette sempli- 
cemente la nostra ignoranza, perché ormai è evidente 
che gran parte del genoma ha caratteristiche funzionali. 
Nel tentativo di delimitare meglio i confini del trascrit- 
toma umano, i ricercatori hanno sviluppato nuove tecni- 
che per determinare con sempre maggiore accuratezza 
quali sequenze genomiche vengono trascritte in RNA. I 
dati ottenuti sono sorprendenti. Il nostro genoma viene 
trascritto in RNA per una quota nettamente superiore 
rispetto a quanto si pensasse. Una notevole percentuale 
dell'RNA trascritto non codifica proteine. Molti RNA non 
possiedono le caratteristiche strutturali proprie degli 
mRNA [per esempio la coda di poli(A) all'estremità 3‘]. 
Il problema allora è di capire a che cosa servono. 

Gran parte dei metodi adatti a risolvere il problema ri- 
entrano in due categorie: il clonaggio dei cDNA e i “mi- 
croarray”. Le modalità con cui si realizza una libreria 
di cDNA per studiare i geni trascritti in un particolare 
genoma eucariotico sono descritte nel Capitolo 9 (vedila 
Figura 9.14). Però, i metodi classici per generare i CONA 
spesso conducono al clonaggio solo di una parte delle 
sequenze di un dato trascritto. Siccome la trascrittasi 
inversa si ferma a livello di regioni dell’mRNA con par- 
ticolari strutture secondarie, o può semplicemente dis- 
sociarsi dall’RNA, spesso solo il 20% o meno dei cloni di 
una libreria di cDNA è costituito da un DNA che ha la 
corretta lunghezza. Quindi è difficile utilizzare le librerie 
di cDNA per individuare i siti di inizio della trascrizione 
(TSS), e per individuare quelle parti dei geni che codifi- 
cano le regioni amminoterminali delle proteine. Uno dei 
metodi più utilizzati per aggirare il problema è illustrato 
nella Figura 1. Questo e altri metodi hanno permesso di 
realizzare librerie, nelle quali più del 95% dei cloni ha la 
lunghezza desiderata. Queste librerie sono una notevole 
fonte di informazioni sulla funzione degli RNA cellulari. 
Tuttavia bisogna ricordare che i cDNA prodotti dai tra- 
scritti di RNA possiedono una coda di poli(A). L’uso dei 
microarray e dei metodi di preparazione dei cDNA che 
non si basano sulle code di poli(A) (Figura 2) ha eviden- 
ziato che buona parte dell'RNA delle cellule eucariotiche 
non possiede questa struttura terminale. 


Figura 1 Una strategia utile a clonare i CONA di lunghezza 
completa. Viene isolato un pool di mRNA da un campione di 
tessuto. In alcuni casi gli mRNA legati a una particolare proteina 
possono essere individuati per immunoprecipitazione della 
proteina e isolamento degli mRNA associati. La biotina (B) viene 
legata covalentemente all'estremità 5’ degli mRNA, sfruttando le 
caratteristiche peculiari del cap 5'. Un primer di poli(dT) (in color 
viola) viene utilizzato per dare inizio alla trascrizione inversa degli 
mRNA. La RNasi | degrada l'RNA che non fa parte dell’ibrido DNA- 
RNA, e quindi elimina gli appaiamenti incompleti CONA-RNA. Gli 
ibridi CONA-RNA di lunghezza completa vengono raccolti facendo 
uso di granuli di streptavidina (che si lega alla biotina), convertiti in 
DNA a doppia elica e clonati. 

è (segue) 
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Box 26.4P (segue) 


Non è ancora emerso un quadro completo, ma alcune 
conclusioni sono ormai chiare. Se si escludono le se- 
quenze ripetute (per esempio i trasposoni), che ammon- 
tano a circa la metà del genoma umano, forse il 40% (0 
anche una percentuale maggiore) del genoma umano 
rimanente viene trascritto in RNA. Sembrano esserci 
più molecole di RNA prive della coda di poli(A) rispetto 
a quelle che la possiedono. Gran parte di questo RNA 
non viene trasportato nel citoplasma, ma rimane esclu- 
sivamente nel nucleo. Molti segmenti del genoma sono 
trascritti su entrambi i filamenti; un trascritto è com- 
plementare all’altro, una relazione 
definita antisenso. Molti RNA an- 
tisenso possono essere coinvolti 
nella regolazione degli RNA con 
cui si appaiano. Molti altri RNA 
vengono prodotti in un solo tes- 
suto o in pochi, e nuovi trascritti 
vengono scoperti ogni volta che 
viene analizzata una nuova fonte 
di RNA. Quindi, il trascrittoma 
completo non è stato ancora defi- 
nito nei diversi organismi. Ancora 
più importante è il fatto che molti 
dei nuovi RNA vengono trascritti 
da segmenti genomici, come quelli 
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illustrati nella Figura 9.15, che hanno in comune una 
condizione di sintenia in più di un organismo. Questo tipo 
di conservazione evolutiva suggerisce che questi RNA 
svolgano funzioni importanti. 

Alcuni dei nuovi RNA sono snoRNA, snRNA, 0 miRNA, 
tipi di RNA scoperti negli ultimi venti anni. Inoltre ven- 
gono continuamente individuate altre sequenze TSS e 
nuove classi di RNA, e anche identificati nuovi tipi di 
splicing alternativo. Tutto ciò rende sempre più proble- 
matica la definizione di gene. Nel genoma umano e del 
topo anche gli mRNA trascritti che codificano proteine 


(a) Sequenza genomica 
AAGCTTATGGTCCCTAATCATAACGTAGCTTCCCTAATCTGA 


Oligonucleotidi sintetizzati per il microarray: 


GCTTATGGTCCCTAATCATAACGTA 
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Figura 2 Individuazione del 

trascrittoma con la tecnica del microarray. 

(a) Vengono sintetizzate porzioni non 

ripetitive del genoma. In un microarray, 

i successivi oligonucleotidi posti nei 

singoli pozzetti hanno sequenze 

sovrapposte, in modo che ciascun 

nucleotide (per esempio T mostrato poli(A)t 
in blu) viene rappresentato più volte 

in oligonucleotidi diversi. (b) Da un | 
campione di tessuto vengono separate la 
frazione nucleare e quella citoplasmatica, 
da ciascuna delle quali viene isolato 
l'RNA. Quelli contenenti le code di poli(A) 
vengono separati da quelli privi di code 
(passando I'RNA totale attraverso una 
colonna col poli(dT) legato). L’RNA con 

la coda di poli(A) viene quindi convertito 
in cDNA usando i metodi descritti nella 
Figura 1. L'RNA privo della coda di 

poli(A) viene convertito in CONA usando 
primer contenenti sequenze casuali. La 
lunghezza dei frammenti di DNA può 
non corrispondere a quella degli RNA 

da cui sono derivati, tuttavia il pool 
globale di DNA contiene la maggior 
parte delle sequenze presenti negli RNA 
originali. I campioni di cCDNA vengono 
quindi marcati, e usati come sonde 

nel microarray. | segnali del microarray 
individuano le sequenze trascritte in RNA. 
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marcatura del cDNA con un colorante fluorescente, 
utilizzato poi come sonda nel microarray 


Microarray 


> (segue) 
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Box 26.4 (segue) 


a noi familiari possono essere più numerosi di quanto si 
pensi, quindi il numero di geni che codificano proteine 
potrebbe presto aumentare. La funzione della maggior 
parte dei trascritti che vengono individuati non è ancora 
nota e per questo vengono chiamati TUF (transcripts of 


SOMMARIO 26.3 

Sintesi dell'RNA e del DNA dipendente 
dall’RNA 

Le DNA polimerasi RNA-dipendenti, chiamate anche 
trascrittasi inverse, furono scoperte per la prima volta 
nei retrovirus, che devono convertire i loro genomi a 
RNA in DNA a doppia elica, come parte del loro ciclo 
vitale. Questi enzimi trascrivono l’RNA virale in DNA, 
un processo che può essere utilizzato sperimentalmen- 
te per formare il DNA complementare. 

Molti trasposoni eucariotici sono correlati ai retrovirus 
e il loro meccanismo di trasposizione include un inter- 
medio a RNA. 

La telomerasi, l'enzima che sintetizza le estremità te- 
lomeriche dei cromosomi lineari, è una trascrittasi in- 
versa specializzata che contiene uno stampo interno a 
RNA. 

Le RNA polimerasi RNA-dipendenti, così come la re- 
plicasi dei batteriofagi a RNA, sono stampo-specifiche 
per RNA virale. 

L'esistenza di RNA catalitici e i meccanismi per l’inter- 
conversione di RNA a DNA hanno portato all’ipotesi 
che una fase importante nell'evoluzione sia stata la 
comparsa di un RNA (o di un polimero equivalente) 
in grado di catalizzare la sua stessa replicazione. Il po- 
tenziale biochimico dell’RNA può essere esplorato con 
SELEX, un metodo per selezionare rapidamente le se- 
quenze di RNA con particolari proprietà di legame o 
catalitiche. 


N Termini chiave 
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unknown function, trascritti a funzione sconosciuta). 
Questo nuovo universo a RNA è una frontiera che apre 
nuovi orizzonti all'indagine sulle cellule eucariotiche, e 
forse ci permetterà di capire come ci siamo evoluti, in 
un passato molto lontano, a partire da un mondo a RNA. 


RNA polimerasi sequenza guida interna 
DNA-dipendente 1106 

1082 snoRNA 1103 

RNA polimerasi snoRNP 1103 
RNA-dipendente snRNA 1096 

(RNA replicasi) spliceosoma 1096 
1116 splicing dell’RNA 1093 
RNA ribosomiale telomerasi 1114 
(rRNA) 1081 trascrittasi inversa 
RNA transfer 1110 

(tRNA) 1081 trascritto 

SELEX 1117 primario 1093 
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Una discussione approfondita su come doveva essere la 
vita basata sull’RNA, e una buona sintesi della ricerca 
sull'argomento. 


=N Problemi 
È 


1. RNA polimerasi. (a) Quanto tempo occorre alla RNA 
polimerasi di E. coli per sintetizzare il trascritto prima- 
rio degli enzimi coinvolti nel metabolismo del lattosio 
(l’operone lac di 5300 coppie di basi descritto nel Ca- 
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10. 


pitolo 28)? (b) Calcolate lo spostamento lungo il DNA 
della “bolla” di trascrizione formata dalla RNA polime- 
rasi compiuto in 10 s. 

Correzione degli errori da parte delle RNA polime- 
rasi. Le DNA polimerasi sono in grado di controllare 
e correggere gli errori, mentre questa proprietà nelle 
RNA polimerasi sembra molto limitata. Dato che una 
singola base errata durante la replicazione o la trascri- 
zione può determinare un errore nella sintesi protei- 
ca, suggerite una spiegazione biologica di questa im- 
portante differenza. 

Modificazioni post-trascrizionali dell’RNA. Descri- 
vete i più probabili effetti di una mutazione nella se- 
quenza (5')AAUAAA di un trascritto di mRNA euca- 
riotico. 

Catene stampo e catene codificanti. Il genoma di 
RNA del fago Qf è la catena “non stampo” o catena co- 
dificante, e quando penetra in una cellula funziona co- 
me un mRNA. Supponete che RNA replicasi del fago 
QB sintetizzi principalmente catene di RNA stampo e 
che le incorpori nelle particelle virali al posto delle ca- 
tene non stampo. Quale sarebbe il destino delle catene 
stampo nel caso in cui entrassero in una nuova cellu- 
la ospite? Quale enzima sarebbe necessario a tali virus 
a catena stampo per invadere con successo la cellula 
ospite? 

Trascrizione. Il gene che codifica l'enzima f-galatos- 
sidasi in FE. coli inizia con la sequenza ATGACCATGAT- 
TACG. Qual è la sequenza del trascritto di RNA specifi- 
cato da questa parte del gene? 

Chimica della biosintesi degli acidi nucleici. Descri- 
vete le tre proprietà comuni alle reazioni catalizzate da 
DNA polimerasi, RNA polimerasi, trascrittasi inversa ed 
RNA replicasi. Quali sono le somiglianze e le differenze 
tra questi enzimi e la polinucleotide fosforilasi? 
Splicing dell’RNA. Qual è il numero minimo di rea- 
zioni di transesterificazione necessarie per produrre lo 
splicing di un introne da un trascritto di RNA? Spiega- 
te perché. 

Maturazione dell’RNA. Se lo splicing dell’mRNA di 
un vertebrato viene bloccato sono bloccate anche le 
reazioni di modificazione dell’rRNA. Spiegate perché. 
Genomi di RNA. I virus a RNA possiedono genomi 
relativamente piccoli. Per esempio, gli RNA a singo- 
la elica dei retrovirus hanno circa 10 000 nucleotidi e 
PRNA di Qp è lungo solo 4220 nucleotidi. Consideran- 
do le proprietà della trascrittasi inversa e della RNA 
replicasi descritte in questo capitolo, potete suggeri- 
re una ragione che giustifichi le piccole dimensioni di 
questi genomi virali? 

Screening degli RNA tramite il metodo SELEX. Con 
il metodo SELEX si possono esaminare fino a 10!° di- 
verse sequenze di RNA in ogni esperimento. (a) Sup- 
ponete di lavorare con un oligonucleotide di lunghez- 
za pari a 32 nucleotidi. Quante possibili sequenze esi- 
stono in una miscela contenente tutte le combinazioni 
possibili? (b) Che percentuale di queste sequenze può 
essere esaminata in un esperimento con il metodo SE- 
LEX? (c) Supponete di voler selezionare una molecola 
di RNA che catalizzi l’idrolisi di un particolare estere. 
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Basandovi sulle vostre conoscenze riguardo al proces- 
so di catalisi (Capitolo 6), proponete una strategia con 
il metodo SELEX che vi permetta di selezionare il ca- 
talizzatore appropriato. 


11. Morte lenta. Il fungo velenoso Amanita phalloides 


contiene molte sostanze velenose, compresa l’a-ama- 
nitina, che è letale. Questa tossina blocca l’allungamen- 
to dell’RNA legandosi all’RNA polimerasi II eucariotica 
con un’affinità molto alta; infatti è mortale in concen- 
trazioni basse, pari a 10°* m. La reazione iniziale all’in- 
gestione del fungo è data da sintomi a livello gastroin- 
testinale (causati da alcune delle altre tossine). Questi 
sintomi scompaiono, ma circa 48 ore dopo chi ha man- 
giato il fungo muore, solitamente per disfunzione del 
fegato. Spiegate la ragione per cui l’a-amanitina richie- 
de così tanto tempo per causare la morte. 


12. Isolamento di ceppi di TBC resistenti alla ri- 


fampicina. La rifampicina è un importante an- 
tibiotico utilizzato per il trattamento della tubercolosi 

(TBC) e delle altre malattie causate da micobatteri. Al- 

cuni ceppi di Mycobacterium tuberculosis, l'agente che 

causa la TBC, sono resistenti alla rifampicina. Questi 
ceppi diventano resistenti a causa di una mutazione 
che altera il gene rpoB, che codifica la subunità  del- 
lPRNA polimerasi. La rifampicina non può legarsi alla 
RNA polimerasi mutata e quindi non è in grado di bloc- 
care l’inizio della trascrizione. Sequenze di DNA estrat- 
te da un gran numero di ceppi di M. tuberculosis resi- 
stenti alla rifampicina hanno mostrato di contenere 
una mutazione nella regione corrispondente alla cop- 
pia di basi 69 del gene rpoB. Un ceppo ben caratteriz- 
zato tra questi ha un’alterazione che riguarda una sin- 

gola coppia di basi di rpoB e produce la sostituzione di 

un solo amminoacido nella subunità B (un residuo di 

His è sostituito da un residuo di Asp). 

(a) Basandovi sulle vostre conoscenze della chimica 
delle proteine, suggerite una tecnica che permetta 
la selezione del ceppo rifampicina-resistente che 
contiene questa particolare proteina mutata. 

(b) Basandovi sulle vostre conoscenze della chimica 
degli acidi nucleici, suggerite una tecnica per iden- 
tificare la forma mutante del gene rpoB. 


=N Labiochimica via Internet 


13.Il gene della ribonucleasi. La ribonucleasi pancrea- 


tica umana ha 128 residui amminoacidici. 

(a) Qual è il numero minimo di coppie di ribonucleo- 
tidi necessario per codificare questa proteina? 

(b) EMRNA espresso nelle cellule del pancreas umano 
è stato copiato con la trascrittasi inversa per crea- 
re una “libreria” di DNA umano. La sequenza del- 
l’mRNA che codifica la ribonucleasi pancreatica 
umana è stata determinata sequenziando il DNA 
complementare (CONA) da questa libreria che in- 
clude un quadro di lettura aperto (open reading 
frame) per la proteina. Utilizzate il database Entrez 
(www.ncbi.nih.gov/Entrez) per trovare la sequenza 
pubblicata per questo mRNA (cercate nel databa- 
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Essi trovarono che I'mRNA che andava incontro a edi- 
ting produceva un [*°P]DNA di 22 nucleotidi, mentre 
I'mRNA senza editing produceva un [**P]DNA di 19 
nucleotidi. 

(b) Utilizzando le sequenze mostrate in basso, spiega- 

te come mai venivano prodotti questi mRNA. 

Utilizzando la stessa procedura al fine di misurare la 
frazione di trascritti che andavano incontro a editing in 
differenti condizioni, Rueter e collaboratori trovarono 
che estratti di cellule epiteliali in coltura (una linea cel- 


se i nucleotidi con il numero di accesso D26129). 
Qual è la lunghezza di questo mRNA? 

(c) Come potete giustificare la discrepanza fra la di- 
mensione calcolata in (a) e la reale lunghezza del- 
mRNA? 


=N Problema sull'analisi dei dati 
ila= 
14. Un caso di editing dell’RNA. Il recettore AMPA (aci- 


do a-ammino-3-idrossi-5-metil-4-isossazolopropioni- 

co) è un importante componente del sistema nervoso 

dell’uomo. È presente sotto diverse forme, in differen- 

ti neuroni, e alcune di queste forme sono il risultato di 

variazioni post-trascrizionali. Questo problema pren- 

de in considerazione la ricerca sul meccanismo di edi- 
ting di questo RNA. 

Una prima pubblicazione di Sommer e collaboratori 

(1991) riguardava la sequenza che codifica un residuo 

essenziale di Arg nel recettore AMPA. La sequenza del 

cDNA (vedi la Figura 9.14) del recettore AMPA dimostrò 
che il codone per questo amminoacido è CGG (Arg; ve- 

di la Figura 277). Sorprendentemente il DNA genomico 

mostra la sequenza CAG (GIn) nella stessa posizione. 

(a) Spiegate come questo risultato sia in accordo con 
le modificazioni post-trascrizionali dell’mRNA del 
recettore AMPA. 

Rueter e collaboratori (1995) hanno studiato il mecca- 

nismo in dettaglio. Dapprima essi svilupparono un do- 

saggio per discriminare tra i trascritti che avevano o non 
avevano subito il processo di editing, basato sul metodo 

di Sanger per sequenziare il DNA (vedi la Figura 8.33). 

Essi modificarono la tecnica per stabilire se la base in 

questione fosse una A (come in CAG) o una base diver- 

sa. Essi progettarono due primer basati sulla sequenza 
del DNA genomico della regione del gene AMPA. Que- 
sti primer e la sequenza del DNA genomico del filamen- 
to non stampo per la regione che codifica il recettore 

AMPA sono mostrati in fondo alla pagina; il residuo A 

è in rosso. 

Per determinare se questo residuo A era presente o era 

stato sostituito con un’altra base, Rueter e collaborato- 

ri utilizzarono il seguente procedimento. 

1. Preparazione del cDNA complementare all'mRNA 
usando il primer 1, la trascrittasi inversa e il AATP, 
il AGTP il dCTP e il dTTP. 

2. Rimozione dell’mRNA. 

3. Accoppiamento del primer 2 marcato con *°P con 
il CONA e aggiunta della DNA polimerasi, di AGTP, 
dCTP, dTTP e ddATP (dideossi ATP; vedi la Figura 
8.33): 

4. Denaturazione dei risultanti duplex e loro separa- 
zione per elettroforesi su gel di poliacrilammide 
(PAGE; vedi la Figura 3.18). 

5. Individuazione mediante autoradiografia delle spe- 
cie di DNA marcate con *°P. 


lulare comune chiamata HeLa) processavano I'mRNA 
a livelli elevati. Per determinare il meccanismo mole- 
colare dell’editing, essi pretrattarono un estratto atti- 
vo di cellule HeLa come descritto nella tabella e ne mi- 
surarono la capacità di editing dell'mRNA AMPA. La 
proteinasi K degrada solo le proteine, la nucleasi dei 
micrococchi solo il DNA. 


% di mRNA che 


Campione Pretrattamento subiva l’editing 
1 Nessuno 18 
2 Proteinasi K 5 
3 Riscaldamento a 65 °C 3 
4 Riscaldamento a 85 °C 3 
5 Nucleasi dei micrococchi 17 


(c) Usate questi dati per concludere che il meccanismo 
di editing utilizza solo proteine. Qual è il punto de- 
bole di questa conclusione? 

Per determinare l’esatta natura del processo di editing 

a carico della base, Rueter e collaboratori utilizzarono 

il seguente procedimento. 

1. Produzione di mRNA, usando [a-*P]ATP nella mi- 
scela di reazione. 

2. Editing dell’mRNA radioattivo incubando con l’e- 
stratto di cellule HeLa. 

3. Idrolisi dell'mRNA in singoli nucleotidi monofosfa- 
to con la nucleasi P1. 

4. Separazione dei nucleotidi monofosfato per cro- 
matografia su strato sottile (TLC; vedi la Figura 
10.25b). 

5. Identificazione mediante autoradiografia dei nu- 

cleotidi monofosfato marcati con *°P. 
Nell’mRNA non soggetto a editing essi trovarono 
solo [**P]AMP; nell’mRNA soggetto a editing essi 
trovarono principalmente [*°P] AMP insieme a [°°P] 
IMP (inosina monofosfato; vedi la Figura 22.36). 

(d) Perché è stato necessario usare l’[a-*°P]ATP inve- 
ce che il [B-#*P]ATP o il [y-*P]ATP in questo espe- 
rimento? 

(e) Perché è stato necessario usare l’[a-**P]ATP inve- 
ce che l’[a-5**P]GTP, o 1’[a-*P]CTP o l[a-#**P]UTP 
in questo esperimento? 

(f) Perché il risultato esclude la possibilità che l’inte- 
ro nucleotide A (zucchero, base, e fosfato) sia sta- 


(5) ..GTCTCTGGTTTTCCTTGGGTGCCTTTATGCAGCAAGGATGCGATATTTCGCCAAG.. 


Primer 1: 


Primer 2: (5)CCTTGGGTGCCTTTA 


CGTITCCTACGCTATAAAGCGGTTC (5) 
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to rimosso e rimpiazzato da un nucleotide I duran- 
te l'editing? 

Rueter e collaboratori hanno poi sottoposto a editing 

un mRNA marcato con [2,8-*H]ATP e hanno poi ripe- 

tuto il procedimento descritto sopra. Gli unici mononu- 

cleotidi marcati con *H prodotti furono l’AMP e LIMP. 

(g) Perché questo risultato esclude la rimozione della 
base A (lasciando intatto lo scheletro zucchero-fo- 
sfato), seguita dalla sostituzione con una base I co- 
me meccanismo di editing? Qual è in questo caso il 
meccanismo di editing? 

(h) Perché la sostituzione di un residuo A con un resi- 
duo I nell’mRNA spiega la sostituzione della glicina 
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con l’arginina nella sequenza amminoacidica del- 
le due forme del recettore AMPA? (Suggerimento: 
vedi la Figura 27.8.) 
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DELLE PROTEINE i 


27.1 


Il codice genetico 


inale (targeting) 
azione delle proteine 


e proteine sono il prodotto finale della maggior parte 

delle vie dell’informazione. Una cellula ha bisogno in 

ogni momento di migliaia di proteine. Queste devo- 
no essere sintetizzate in risposta alle esigenze contingenti, 
trasportate (indirizzate) nell’appropriata sede cellulare e 
degradate quando non sono più necessarie. Molti dei com- 
ponenti fondamentali e dei meccanismi utilizzati dall’ap- 
parato della sintesi proteica sono altamente conservati in 
tutte le forme di vita, dai batteri agli eucarioti superiori; 
quindi è probabile che questi meccanismi fossero presen- 
ti nel progenitore ancestrale universale (LUCA) comune 
a tutti gli organismi attualmente esistenti. 

La comprensione della sintesi proteica, il processo bio- 
sintetico più complesso, è stata una delle più grandi sfide 
nella storia della biochimica. Nelle cellule eucariotiche, la 
sintesi proteica coinvolge più di 70 diverse proteine riboso- 
miali, più di 20 enzimi che attivano i precursori degli am- 
minoacidi, a cui si aggiungono una decina di enzimi ausi- 
liari e altri fattori proteici specifici per l’inizio, l’allunga- 
mento e la terminazione dei polipeptidi, quasi 100 enzimi 
necessari per le modificazioni finali dei diversi tipi di pro- 
teine e infine più di 40 tipi di RNA transfer e di RNA ri- 
bosomiali. Pertanto, più di 300 differenti macromolecole 
cooperano per sintetizzare i polipeptidi. Molte di queste 
macromolecole sono organizzate nella complessa struttu- 
ra tridimensionale del ribosoma. 

Per valutare l’importanza fondamentale della sintesi 
proteica, può essere utile prendere in considerazione la 
percentuale delle risorse cellulari impiegate in questo pro- 
cesso. La sintesi proteica può utilizzare fino al 90% dell’e- 
nergia chimica necessaria alla cellula per tutte le reazio- 
ni biosintetiche. Ogni cellula procariotica, archeale o eu- 
cariotica contiene migliaia di copie di differenti proteine 
e RNA. Nel complesso, i 15 000 ribosomi, i 100 000 fatto- 
ri proteici ed enzimi a essi associati e i 200 000 tRNA pre- 
senti in una tipica cellula batterica rappresentano più del 
35% del peso secco della cellula. 

Nonostante tale notevole complessità, le proteine ven- 
gono prodotte a velocità estremamente elevate. Una cate- 


na polipeptidica di 100 residui viene sintetizzata in una 
cellula di E. coli (a 37 °C) in circa 5 secondi. La sintesi del- 
le migliaia di proteine diverse presenti in ciascuna cellula 
è strettamente regolata in modo che in determinate con- 
dizioni metaboliche sia prodotto solo il numero necessa- 
rio di proteine. Per mantenere la corretta composizione e 
l’accurata concentrazione di proteine in una cellula, i pro- 
cessi di trasporto alla destinazione finale e di degradazio- 
ne devono essere coordinati con la sintesi. La ricerca man 
mano sta scoprendo lo straordinario insieme dei processi 
biochimici che guidano ogni proteina nella sua sede appro- 
priata nella cellula e che degradano selettivamente quelle 
non più necessarie. 

Lo studio della sintesi proteica fornisce un altro impor- 
tante contributo: uno sguardo al mondo degli RNA catali- 
tici, che potrebbero essere esi- 
stiti prima della comparsa del- 
la vita come noi la conoscia- 
mo. Lo studio delle strutture 
tridimensionali dei ribosomi, 
iniziato nel 2000, ha consen- 
tito di definire in modo sem- 
pre più approfondito il mecca- 
nismo della sintesi delle pro- 
teine e ha confermato anche 
la prima ipotesi formulata da 
Harry Noller due decenni prima, secondo la quale le pro- 
teine sono sintetizzate da un gigantesco RNA con funzio- 
ne enzimatica! 


Harry Noller 


Il codice genetico 


Tre grandi scoperte hanno posto le basi per l’attuale cono- 
scenza della biosintesi delle proteine. All’inizio degli an- 
ni ’50, Paul Zamecnik e i suoi collaboratori hanno esegui- 
to una serie di esperimenti volti a chiarire quale fosse la 
localizzazione cellulare della sintesi proteica. Essi inietta- 
rono amminoacidi radioattivi nei ratti; quindi, a intervalli 
di tempo diversi dopo l’iniezione, il fegato veniva rimosso, 
omogenizzato e frazionato per centrifugazione. Le frazioni 
subcellulari venivano poi esaminate al fine di determinare 
la presenza di proteine radioattive. Se si lasciavano trascor- 
rere ore o addirittura giorni dall’iniezione di amminoaci- 
di marcati, si notava che tutte le frazioni subcellulari con- 
tenevano proteine marcate; invece, quando il fegato veni- 
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va rimosso e frazionato pochi 
minuti dopo l'iniezione degli 
amminoacidi marcati, le pro- 
teine marcate sì trovavano s0- 
lo in una frazione contenente 
piccole particelle ribonucleo- 
proteiche. Queste particelle, 
visibili al microscopio elettro- 
nico nei tessuti animali, furo- 
no pertanto identificate come 
il sito dove, a partire dagli am- 
minoacidi, avveniva la sinte- 
sì proteica; in seguito venne- 
ro chiamate ribosomi (Figura 27.1). 

La seconda scoperta fu fatta da Mahlon Hoagland e 
dallo stesso Zamecnik: essi osservarono che gli amminoa- 
cidi venivano “attivati” se erano incubati con ATP e con la 
frazione citosolica delle cellule epatiche. Gli amminoacidi 
si legavano a una forma speciale di RNA solubile stabile al 
calore, che fu scoperta e caratterizzata da Robert Holley 
e in seguito chiamata RNA transfer (tRNA), formando un 
complesso amminoacil-tRNA. Gli enzimi che catalizza- 
no questo processo sono le amminoacil-tRNA sintetasi. 

La terza importante scoperta avvenne in seguito alla 
domanda che si pose Francis Crick su quale fosse il mec- 
canismo attraverso il quale l’informazione genetica, codi- 
ficata nel linguaggio a quattro lettere degli acidi nucleici, 
venisse tradotta nel linguaggio a 20 lettere delle proteine. 
Crick intuì che un piccolo acido nucleico (presumibilmen- 
te PRNA) poteva agire da adattatore, con una parte della 
sua molecola che lega un amminoacido specifico e un’al- 
tra parte che riconosce la breve sequenza dell’'mRNA che 
codifica quell’amminoacido (Figura 27.2). Questa idea fu 


Exe 


W 


Paul Zamecnik 


Lume del reticolo endoplasmatico 
\ < 


Figura 27.1 Ribosomie reticolo endoplasmatico. Fotografia al 
microscopio elettronico e disegno schematico di una porzione di 

una cellula pancreatica, che mostra i ribosomi attaccati alla superficie 
esterna (citosolica) del reticolo endoplasmatico (ER). 1 ribosomi sono 
i numerosi puntini scuri allineati lungo le superfici parallele delle 
membrane. 
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Amminoacido 


© Sito di legame 
dell'amminoacido 


Adattatore 


svn 


Tripletta di nucleotidi 
che codifica 
un dato amminoacido 


Figura 27.2 L'ipotesi di Crick sulla funzione del tRNA 
adattatore. Oggi sappiamo che l'amminoacido è legato 
covalentemente all'estremità 3'del tRNA e che una specifica tripletta 
di nucleotidi in un altro punto della molecola di tRNA interagisce con 
un codone specifico dell''mRNA mediante legami idrogeno tra le basi 
complementari. 


presto verificata. Il tRNA adattatore “traduce” la sequen- 
za nucleotidica dell’mRNA nella sequenza amminoacidi- 
ca del polipeptide. Il processo complessivo della sintesi 
proteica guidata dall'mRNA viene chiamato traduzione. 

Queste scoperte portarono presto alla conoscenza dei 
passaggi fondamentali della sintesi proteica e infine al- 
la decifrazione del codice genetico che specifica i singo- 
li amminoacidi. 


e  Ilcodice genetico è stato decifrato utilizzando stampi 

di mRNA artificiali 
Già negli anni ’60 era evidente che erano necessari almeno 
tre residui nucleotidici di DNA per codificare ciascun am- 
minoacido. Il codice a quattro lettere del DNA (A, T, Ge 
C) a gruppi di due può dare solo 4° = 16 combinazioni di- 
verse, non sufficienti a codificare 20 amminoacidi. Grup- 
pi di tre possono dare però 4° = 64 diverse combinazioni. 

Molte delle proprietà chiave del codice genetico era- 
no state definite in studi genetici precedenti (Figure 27.3 
e 27.4). Un codone è una tripletta di nucleotidi che codi- 
fica uno specifico amminoacido. La traduzione avviene 
quando queste triplette di nucleotidi vengono lette in suc- 
cessione senza sovrapposizioni. Un primo codone speci- 
fico della sequenza determina il quadro di lettura (rea- 
ding frame), in base al quale ogni tre residui nucleotidi- 
ci inizia un nuovo codone. Non esiste punteggiatura tra i 
codoni di due amminoacidi in successione. La sequenza 
amminoacidica di una proteina è definita dalla sequen- 
za lineare di codoni contigui costituiti da tre nucleotidi. 
Secondo questo schema, ci sono tre possibili quadri di 
lettura per ogni singolo filamento di DNA o di mRNA. 
Ognuno determina tre diverse sequenze di codoni (Figu- 
ra 27.5), ma solo uno è in grado di codificare una deter- 
minata proteina. Rimaneva però irrisolta una questione: 
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Codice AU AC G AG U Gy mRNA 5'---{G_u alle c cllu a clle 6 allu---3 
non sovrapposto 1 2 3 
(+) 
Codice A_U A.C GA GU C A 211 n f 
sovrapposto = Inserzione = U_AJLG_C_C|IUCE AJ C_G G][A ui 
; (>) 
3 Delezione --G GAMA C_C_UA € CGIE A_U e 
(+) (7) 
Figura 27.3 Confronto tra il codice genetico Inserzione --{G RNA A_GCE [GSSA e GG AU -- 
non sovrapposto e quello sovrapposto. In un e delezione t—__Ò 
codice genetico non sovrapposto, i codoni (numerati Quadro di lettura 
ripristinato 


consecutivamente) non condividono nucleotidi. In 
un codice sovrapposto, alcuni nucleotidi dell'mRNA 
sono condivisi da codoni diversi. In un codice a 
triplette con il massimo della sovrapposizione, molti 
nucleotidi, come il terzo nucleotide a partire dalla 
sinistra (A), sono condivisi da tre codoni. Si noti che in 
un codice sovrapposto la sequenza della tripletta del 
primo codone limita le possibili sequenze del secondo 
codone. Un codice non sovrapposto consente 

una flessibilità molto maggiore alle sequenze 

dei codoni vicini, e quindi alle possibili sequenze 
amminoacidiche determinate da quel particolare 
codice. Il codice utilizzato da tutti i sistemi viventi è 
quello non sovrapposto. 


quali sono le parole del codice a tre lettere che specifica- 
no i diversi amminoacidi? 

Nel 1961 Marshall Nirenberg e Heinrich Matthaei re- 
sero nota una prima scoperta. Essi avevano incubato il 
poliribonucleotide sintetico 
poliuridilato, poli(U), con un 
estratto di E. coli, GTP, ATP e 
una miscela dei 20 amminoa- 
cidi in 20 provette diverse; 
ogni provetta conteneva un 
diverso amminoacido radio- 
attivo. Poiché il poli(U) può 
essere considerato come un 
mRNA artificiale contenente 
molte triplette UUU in suc- 
cessione, dovrebbe promuo- 
vere la sintesi di un polipep- 
tide formato da uno solo dei 
20 amminoacidi, quello codificato dalla tripletta UUU. 
Infatti, si formò un polipeptide radioattivo in una sola 
delle 20 provette, quella contenente fenilalanina radio- 
attiva. Nirenberg e Matthaei conclusero quindi che la tri- 
pletta UUU codificava la fenilalanina. Mediante lo stesso 


Marshall Nirenberg 


Figura 27.4 Il codice a triplette non sovrapposte. La natura del codice 
genetico è emersa da vari tipi di esperimenti, compresi gli esperimenti genetici 
sugli effetti delle mutazioni per delezione e per inserzione. L'inserimento o la 
delezione di una coppia di basi (qui illustrati nel trascritto di mRNA) alterano la 
sequenza di triplette se il codice è non sovrapposto, come nel caso mostrato, e 
tutti gli amminoacidi codificati dalla porzione di mRNA a valle della mutazione 
risultano modificati. Mutazioni combinate del tipo inserzione e delezione 
coinvolgono alcuni amminoacidi ma possono alla fine ripristinare la corretta 
sequenza amminoacidica. L'aggiunta o la sottrazione di tre nucleotidi (non 
mostrate) lasciano inalterate le altre triplette, dimostrando che il codone 
possiede tre nucleotidi, e non quattro o cinque. Le triplette codificanti 
evidenziate in grigio sono quelle trascritte dal gene originale; quelle in azzurro 
sono i nuovi codoni che si formano dalle mutazioni per inserzione o delezione. 


tipo di approccio si è scoperto che il poliribonucleotide 
sintetico policitidilato o poli(C) codificava un polipeptide 
contenente solo prolina (poliprolina), e il poliadenilato o 
poli(A) codificava la polilisina. Il poliguanilato non fun- 
ziona in questo tipo di esperimento perché forma spon- 
taneamente tetraplette che non possono essere lette dai 
ribosomi (vedi la Figura 8.20d). 

I polinucleotidi sintetici usati in questi esperimenti 
erano stati prodotti per mezzo della polinucleotide fo- 
sforilasi (pagina 1109), che catalizza la formazione di po- 
limeri di RNA a partire da ADP, UDP, CDP e GDP Que- 
sto enzima, scoperto da Severo Ochoa, non ha bisogno di 
stampo e sintetizza polimeri con una composizione di ba- 
si che riflette direttamente la concentrazione relativa dei 
precursori nucleosidi 5'-difosfato presenti nella miscela 
di reazione. Se la polinucleotide fosforilasi viene incuba- 
ta con UDP sintetizza solo poli(U). Se viene incubata con 
una miscela di cinque parti di ADP e una di CDP sintetiz- 
zerà un polimero in cui circa cinque sesti dei residui sono 
di adenilato e un sesto è di citidilato. Un polimero casua- 
le di questo tipo ha un’elevata probabilità di avere molte 
triplette AAA e un numero minore di triplette AAC, ACA 
e CAA, relativamente poche triplette ACC, CCA e CAC, e 


Quadro di lettura1 5'---4u u c]lu c G]/G A_C| 


C_U Gllc_A_GilA u ullc A _cllA G_u]---3 


Quadro di lettura 2 


Quadro di lettura 3 


DU] 


-- èW7EEaG Egg Reg Da Naga a --- 


Figura 27.5 Quadri di lettura del codice genetico. In un codice non sovrapposto formato da triplette di 
nucleotidi tutti gli mRNA hanno tre potenziali quadri di lettura, rappresentati qui con colori diversi. Si noti 
che le triplette, e quindi gli amminoacidi codificati, sono molto diversi in ciascun quadro di lettura. 
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M Tabella 27.1 Incorporazione degli amminoacidi nei polipeptidi utilizzando polimeri casuali di RNA 


Frequenza di incorporazione Probabile composizione nucleotidica* Frequenza di incorporazione attesa in 


Amminoacido osservata (Lys = 100) del corrispondente codone base all’assegnazione (Lys = 100) 
Asparagina 24 A3C 20 

Glutammina 24 A3C 20 

Istidina 6 AC; 4 

Lisina 100 AAA 100 

Prolina 7 ACz, CCC 4,8 

Treonina 26 A3C, AC; 24 


Nota: questa tabella fornisce una sintesi dei dati di uno dei primi esperimenti eseguiti per interpretare il codice genetico. La sintesi proteica fu ottenuta utilizzando un 
RNA sintetizzato enzimaticamente e contenente solo residui di A e di C in un rapporto 5:1, e furono determinate sia l’identità sia la quantità degli amminoacidi incorpo- 
rati. In base alla quantità relativa di residui di A e di C nell’RNA sintetico e assegnando al codone AAA (il più probabile) una frequenza di 100, sarebbero dovuti risultare 
tre diversi codoni di composizione A;C, ciascuno con una frequenza relativa di 20; tre codoni di composizione AC, ciascuno con una frequenza relativa di 4,0; il codone 
CCC con una frequenza di 0,8. L'assegnazione di CCC fu fatta in base a informazioni ottenute da precedenti studi con un poli(C). Nel caso in cui era possibile assegnare 
due codoni, fu proposto che entrambi codificassero lo stesso amminoacido. 

* Si noti che queste attribuzioni di composizione nucleotidica non fornivano alcuna informazione sulla sequenza dei nucleotidi (con l’ovvia eccezione di AAA e CCC). 


pochissime triplette CCC (Tabella 27.1). Utilizzando di- 
versi mRNA artificiali sintetizzati dalla polinucleotide fo- 
sforilasi a partire da diverse miscele di ADP, GDB UDP e 
CDP è stato possibile identificare la composizione in ba- 
si delle triplette che codificano quasi tutti gli amminoa- 
cidi. Anche se questi esperimenti rivelano la composizio- 
ne delle basi delle triplette, non possono però rivelare la 
sequenza delle basi. 


SÒ Gran parte della discussione che segue riguarda i 


tRNA. L’amminoacido specificato da un tRNA è indicato 
dalla sigla dell’amminoacido in apice, come in tRNAÉ", 
mentre il (RNA amminoacilato è indicato dal nome dell’am- 
minoacido e un trattino: alanil-tRNAf", o Ala-tRNAA", 


Nel 1964 Nirenberg e Philip Leder fecero un’altra sco- 
perta fondamentale. Osservarono che ribosomi isolati da 
E. coli possono legare uno specifico amminoacil-tRNA se 
è presente il corrispondente messaggero sintetico polinu- 
cleotidico. Per esempio, ribosomi incubati con poli(U) e fe- 
nilalanil-tRNA”®° (Phe-tRNA”®*) legano entrambi i tipi di 
RNA, mentre se i ribosomi vengono incubati con poli(U) e 
qualche altro amminoacil-tRNA, l’amminoacil-tRNA non 
si lega perché non riconosce le triplette UUU del poli(U) 
(Tabella 27.2). Poiché qualsiasi trinucleotide può promuo- 
vere il legame specifico con un tRNA corrispondente, con 
questa tecnica i ricercatori furono in grado di determina- 


M Tabella 27.2 | trinucleotidi inducono il legame specifico 
degli amminoacil-tRNA ai ribosomi 


Aumento relativo di amminoacil-tRNA, 
marcato con !C, legato al ribosoma* 


Trinucleotide Phe-tRNA’*° —Lys-tRNA”* —Pro-tRNA!° 
UUU 4,6 0 0 

AAA 0 37 0 

CCC 0 0 3,1 


Fonte: modificata, da Nirenberg, M. e Leder, P. (1964) RNA code words and pro- 
tein synthesis. Science 145, 1399. 

* Ogni numero indica di quante volte aumentava la quantità di !C incorporato 
quando era presente il trinucleotide indicato, rispetto ai controlli dove non ve- 
niva aggiunto il trinucleotide. 


re, utilizzando gli oligonucleotidi sintetizzati chimicamen- 
te, quale amminoacil-tRNA si legava a ciascuno di circa 54 
dei 64 codoni possibili. Nel caso di alcuni codoni, non si 
legava alcun amminoacil-tRNA o se ne legava più di uno. 
Era necessario un altro metodo per confermare e comple- 
tare l’intero codice genetico. 

Quasi contemporaneamente, H. Gobind Khorana for- 
nì un approccio complementare: aveva sviluppato un me- 
todo per sintetizzare poliri- 
bonucleotidi con definite se- 
quenze ripetute di due, tre o 
quattro basi. I polipeptidi pro- 
dotti usando questi RNA come 
messaggeri avevano uno o al- 
cuni amminoacidi in sequen- 
ze ripetute. Queste sequenze, 
combinate con l’informazione 
ottenuta dai polimeri casuali 
utilizzati da Nirenberg e colla- 
boratori, hanno reso possibile 
l'assegnazione dei codoni sen- 
za alcuna ambiguità. Il copoli- 
mero (AC),, per esempio, possiede codoni alternati ACA e 
CAC, indipendentemente dal quadro di lettura: ACACACA- 
CACACACA. Il polipeptide sintetizzato sulla base di que- 
sto messaggero era formato da uguali quantità di treoni- 
na e di istidina. Poiché il codone per l’istidina ha una A e 
due C (Tabella 27.1), CAC deve codificare l’istidina e ACA 
la treonina. 

Il consolidamento dei risultati ottenuto attraverso 
molti altri esperimenti ha permesso di assegnare 61 dei 
64 possibili codoni. Gli altri tre sono stati identificati co- 
me codoni di terminazione, perché interrompevano la se- 
quenza degli amminoacidi quando venivano inclusi nella 
sequenza di un polimero di RNA sintetico (Figura 27.6). 
Nel 1966 furono definitivamente chiarite le sequenze di 
basi di tutte le triplette codificanti ciascun amminoacido 
(Figura 27.7) e verificate in molti modi diversi. 

La decifrazione del codice genetico è ritenuta una del- 
le più importanti scoperte scientifiche del XX secolo. 

I codoni sono la chiave per la traduzione dell’informa- 
zione genetica che dirige la sintesi di specifiche protei- 


17) 


H. Gobind Khorana 
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Quadro di lettura 1 5'---{G U_ AÎLA G U]LA A GIU A A][G U_ AIA G U|A A-==3' 


Quadro di lettura 2 


Quadro di lettura 3 


Gmaa[c_u_allA_c_ullA A G]IGMANAN[G_u_AlA --- 


Figura 27.6 Effetto di un codone di terminazione inserito in una sequenza tetranucleotidica ripetuta. 
I codoni di terminazione (in rosa) sono presenti ogni quattro codoni nei tre diversi quadri di lettura (mostrati in 
colori diversi). | dipeptidi o i tripeptidi sono sintetizzati in base al punto in cui il ribosoma si lega inizialmente. 


ne. Il quadro di lettura deve pertanto essere stabilito cor- 
rettamente all’inizio della traduzione di una molecola di 
mRNA, e in seguito deve essere mantenuto quando il mac- 
chinario sintetico legge sequenzialmente da una tripletta 
alla successiva. Se il quadro di lettura iniziale è spostato 
di una o due basi, o se viene accidentalmente saltato un 
nucleotide dell’mRNA, tutti i codoni successivi saranno 
fuori registro e porteranno alla formazione di una pro- 
teina non presente in natura, con una sequenza di ammi- 
noacidi sbagliata. 

Alcuni codoni hanno funzioni specifiche (Figura 
27.7).Il codone di inizio, AUG, è il segnale più comune 
di inizio delle catene polipeptidiche in tutte le cellule, 
inoltre codifica i residui di Met posti all’interno dei poli- 
peptidi. I codoni di terminazione (UA A, UAG e UGA), 
chiamati anche codoni di stop 0 codoni nonsenso, nor- 
malmente segnalano la fine della sintesi della catena po- 
lipeptidica e non codificano nessun amminoacido cono- 
sciuto. Alcune eccezioni a queste regole sono esamina- 
te nel Box 27.1. 

Come descritto nella Sezione 27.2, l’inizio della sintesi 
proteica in una cellula è un processo elaborato che ha bi- 
sogno, oltre che del codone di inizio, anche di altri segnali 
presenti sull'mRNA. Guardando oggi agli esperimenti di 
Nirenberg e Khorana svolti per identificare la funzione dei 
codoni, pare chiaro che non avrebbero dovuto funziona- 
re in assenza dei codoni di inizio. Sorprendentemente, le 
condizioni sperimentali erano tali da permettere l’inizio 
della sintesi anche in assenza di questi codoni. La perse- 
veranza combinata con la casualità produsse una scoperta 
fondamentale, un fatto che si è ripetuto spesso nella sto- 
ria della biochimica. 


Box 27.1 Le eccezioni che confermano la 


Prima lettera del codone (in direzione 5’) 


Seconda lettera 


del codone 
U C A G 

UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys 

UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys 
U 

UUA Leu | UCA Ser | UAA. Stop |]UGA Stop 

UUG Leu | UCG Ser | UAG. Stop | UGG Trp 

CUU Leu | CCU Pro | CAU His | CGU Arg 

CUC Leu | CCC Pro | CAC His | CGC Arg 
C 

CUA Leu | CCA Pro | CAA Gln | CGA Arg 

CUG Leu | CCG Pro | CAG Gln | CGG Arg 

AUU Ile | ACU Thr | AAU  Asn|AGU Ser 

AUC Ile | ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser 
A 

AUA Ile | ACA Thr | AAA Lys | AGA Arg 

AUG  Met| ACG Thr | AAG Lys | AGG Arg 

GUU Val | GCU Ala | GAU  Asp|GGU Gly 

GUC Val | GCC Ala | GAC Asp | GGC Gly 
G 

GUA Val | GCA Ala | GAA Glu | GGA  Gly 

GUG Val | GCG Ala | GAG Glu | GGG  Gly 


Figura 27.7 Il“dizionario” delle parole del codice per gli 
amminoacidi negli mRNA. | codoni sono scritti in direzione 5'‘-3! 
La terza base di ogni codone (in grassetto) svolge un ruolo meno 
importante per la specificità dell'amminoacido rispetto alle prime 
due. Le aree in rosa indicano i tre codoni di terminazione, quella 
verde indica invece il codone di inizio AUG. Si noti che tutti gli 
amminoacidi, con l'eccezione di metionina e triptofano, possiedono 
più di un codone. Generalmente i codoni che specificano lo stesso 
amminoacido differiscono solo per la terza base. 


egola: le variazioni naturali del codice genetico 


In biochimica, come in altre discipline, le eccezioni alle 
regole generali possono creare qualche problema agli 
insegnanti ed essere frustranti per gli studenti. Allo stesso 
tempo, però, ci insegnano che la vita è complessa e ci 
spingono alla ricerca di altre sorprese. Capire il significato 
delle eccezioni può servire a rinforzare, in modo talvolta 
sorprendente, le regole apprese. 

Si potrebbe pensare che esista poco spazio per una varia- 
zione del codice genetico. Anche la sostituzione di un solo 
amminoacido può avere effetti deleteri sulla struttura 
delle proteine. Tuttavia, le variazioni del codice che si ri- 
trovano in alcuni organismi sono interessanti e istruttive. 
I tipi di variazione e la loro rarità forniscono una prova 
forte dell’origine evolutiva comune di tutti i viventi. 


Per modificare il codice, le variazioni devono avvenire nel 
gene (o nei geni) che codifica uno o più tRNA, e l’obiettivo 
più ovvio è l’anticodone del tRNA. Una tale variazione 
condurrebbe all’inserzione sistematica di un amminoa- 
cido in un codone che, secondo il codice normale (vedi 
la Figura 277), non specifica quell’amminoacido. In re- 
altà il codice genetico è definito da due elementi: (1) gli 
anticodoni presenti nei tRNA (che determinano dove un 
amminoacido viene inserito in una catena polipeptidica 
nascente); (2) la specificità delle amminoacil-tRNA sin- 
tetasi: questi enzimi caricano itRNA, determinando così 
identità dell’amminoacido legato a uno specifico tRNA. 
Variazioni repentine del codice avrebbero effetti catastro- 
fici sulle proteine cellulari, quindi è più probabile che 


è (segue) 
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Box 27.1 (segue) 


le variazioni del codice divengano permanenti quando 
interessano solo poche proteine, come per esempio nel 
caso di piccoli genomi che codificano solo poche proteine. 
Le conseguenze biologiche delle variazioni del codice 
potrebbero essere limitate anche nel caso in cui si veri- 
ficassero a carico dei tre codoni di terminazione, che in 
genere non si trovano all’interno dei geni (vedi il Box 274 
per l’eccezione a questa regola). Questo tipo di variazione 
del codice infatti è stato osservato. 

Le variazioni del codice genetico sono molto rare e sono 
state riscontrate per lo più solo nel DNA mitocondriale 
(mtDNA), che codifica solo 10-20 proteine. I mitocondri 
possiedono i loro specifici tRNA, quindi le variazioni del 
loro codice non producono effetti sul genoma cellulare, 
che codifica molte più proteine. Le variazioni più comuni 
nei mitocondri (le sole variazioni del codice fin qui os- 
servate nei genomi cellulari) sono a carico dei codoni di 
terminazione. Queste variazioni avvengono sulla termi- 
nazione dei prodotti solo di un piccolo gruppo di geni, e 
talvolta gli effetti sono di lieve entità, perché i geni hanno 
più codoni di terminazione (codoni ridondanti). 

Gli mtDNA dei vertebrati possiedono geni che codificano 
13 proteine, 2 rRNA e 22 tRNA (vedi la Figura 19.40a). Il 
piccolo numero di codoni prodotti dalla modificazione 
del codice, insieme a un inconsueto numero di regole di 
appaiamento “oscillante” (pagina 1134), fa sì che 22 tRNA 
siano sufficienti per decodificare i geni delle proteine, 
invece dei 32 tRNA richiesti per il codice normale. Nei 
mitocondri, queste variazioni possono essere considerate 
come una sorta di ottimizzazione genomica, perché un 
genoma più piccolo conferisce un vantaggio replicativo 
all’organello. Quattro famiglie di codoni (in cui l’ammi- 
noacido è determinato interamente dai primi due nucleo- 
tidi) vengono decodificate da un singolo tRNA con una 
U nella prima posizione (oscillante) dell’anticodone. Può 
accadere che la U si appai in qualche modo con ciascuna 
delle quattro possibili basi nella terza posizione del co- 
done, o che venga usato un meccanismo “due su tre”, per 
cui non è necessario l’appaiamento delle basi nella terza 
posizione del codone. Altri tRNA riconoscono codoni 
con una A 0 una Gin terza posizione, e altri una U o una 
C, quindi praticamente tutti i tRNA riconoscono o due 
o quattro codoni. 

Nel codice normale, solo due amminoacidi sono specifi- 
cati da un solo codone: la metionina e il triptofano (vedi la 
Tabella 273). Se tutti i tRNA mitocondriali riconoscessero 
due codoni, dovremmo aspettarci altri codoni perla Met 
e il Trp nei mitocondri. Infatti è stato riscontrato che 
la singola variazione più comune è quella del normale 
codone di terminazione UGA che specifica il triptofano. 
Il tRNA”? riconosce e inserisce un residuo di Trp utiliz- 
zando sia il codone UGA, sia il codone normale per il Trp, 
UGG. La seconda variazione più comune è la conver- 
sione del codone AUA per l’Ile in un codone per la Met; 
il codone normale per Met è AUG, e un singolo tRNA 
riconosce entrambi i codoni. Le variazioni dei codoni 
osservate nei mitocondri sono riportate nella Tabella 1. 
Passando alle variazioni molto più rare dei codoni dei 
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M Tabella 1 Varianti note dei codoni dei mitocondri 


Codoni* 
AGA 
UGA AUA AGG CUN CGG 

Codice normale Stop Ile Arg Leu Arg 
Animali 

Vertebrati Trp Met Stop + 

Drosophila Trp Met Ser + È 
Lieviti 

Saccharomyces cerevisiae Trp Met + Thr 

Torulopsis glabrata Trp Met + Thr ? 

Schizosaccharomyces pombe  Trp. + + + + 
Funghi filamentosi Tip: «+ + * + 
Tripanosomi Trp + + + a 
Piante superiori + + + + Trp 
Chlamydomonas reinhardtii  ? + + + ? 


* Il punto interrogativo indica che il codone non è mai stato osservato in quel 
genoma mitocondriale; N, qualsiasi nucleotide; +, il codone ha lo stesso signi- 
ficato che ha nel codice normale. 


genomi cellulari (distinte da quelle mitocondriali), la sola 
variazione nota nei batteri è di nuovo quella che riguarda 
l’uso di UGA per codificare residui di Trp; ciò accade nella 
cellula a vita libera più semplice, il Mycoplasma capri- 
colum. Negli eucarioti la sola variazione nota riguarda 
alcune specie di protisti ciliati, dove i due codoni di termi- 
nazione UAA e UAG possono specificare la glutammina. 
Esistono anche casi rari ma interessanti di codoni di ter- 
minazione adattati per codificare amminoacidi che non 
si trovano tra i 20 standard, come riportato in dettaglio 
nel Box 27.3. 

Le variazioni del codice non sono necessariamente as- 
solute. Non sempre un codone codifica lo stesso ammi- 
noacido. Per esempio, in molti batteri, compreso E. coli, 
il codone GUG (Val) talvolta viene usato come codone 
di inizio che codifica Met. Ciò avviene solo in quei geni 
in cui il codone GUG è localizzato in una posizione spe- 
cifica rispetto a particolari sequenze dell’mRNA che in- 
fluenzano l’inizio della traduzione (come discusso nella 
Sezione 27.2). 

La mutazione del codice genetico più sorprendente 
avviene in alcune specie fungine del genere Candida, 
come originariamente scoperto nella Candida albicans. 
Candida albicans è un organismo dall’elevatissima com- 
plessità genomica, infatti il suo codice genetico è an- 
dato incontro a cambiamenti radicali: il codone CUG, 
che normalmente codifica Leu, codifica invece Ser. La 
pressione della selezione naturale che ha favorito que- 
sto cambiamento è del tutto sconosciuta. Inoltre, la na- 
tura chimica della Ser e della Leu è piuttosto differente. 
Tuttavia, basandosi sulle proprietà del codice universale 
si può comprendere anche questo cambiamento. Quando 
diversi codoni codificano lo stesso amminoacido e utiliz- 
zano molti tRNA, non tutti i codoni vengono utilizzati 
con la stessa frequenza. Alcuni codoni che codificano 
un particolare amminoacido vengono infatti usati più 
frequentemente, talvolta molto più frequentemente, 


>? (segue) 
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Box 27.1 (segue) 


di altri, un fenomeno particolare chiamato tendenza 
del codone. Gli RNA transfer dei codoni utilizzati più 
frequentemente sono spesso presenti a concentrazioni 
molto più elevate degli RNA transfer necessari ai codoni 
utilizzati più raramente. La degenerazione del codice 
porta alla presenza di sei codoni che codificano la Leu. 
Nei batteri, CUG viene spesso utilizzato per codificare la 
Leu. Nei funghi che appartengono a generi strettamente 
correlati alla Candida, ma che non hanno variazioni nel 
codice, il codone CUG viene utilizzato molto raramente 
per codificare la Leu ed è spesso completamente assente 
nella codifica delle proteine espresse a livelli elevati. Una 
variazione nel senso di codifica di CUG dovrebbe quindi 
avere un effetto molto minore sul metabolismo delle cel- 
lule del fungo rispetto a quanto ci si potrebbe invece 
aspettare se tutti i codoni fossero utilizzati ugualmente. 
La variazione di codifica potrebbe essere avvenuta per 
perdita graduale dei codoni CUG all’interno del gene 
nel tRNA che riconosce CUG come codone per la Leu, 


In una sequenza casuale di nucleotidi, in media un co- 
done ogni 20 in ciascun quadro di lettura sarà un codone 
di terminazione. In generale, se un quadro di lettura non 
presenta un codone di terminazione per più di 50 nucleo- 
tidi consecutivi, tale regione viene chiamata quadro di 
lettura aperto (open reading frame, ORF). Quadri di let- 
tura aperti che si estendono per tratti lunghi generalmen- 
te corrispondono a tratti che codificano proteine. Nell’a- 
nalisi delle sequenze presenti nelle banche dati sono usati 
programmi sofisticati per cercare quadri di lettura aperti 
al fine di trovare geni nella quantità immensa di DNA non 
genico. Un gene privo di interruzioni che codifica una pro- 
teina con una massa molecolare di 60 000 dovrebbe avere 
un quadro di lettura aperto con 500 o più codoni. 

Una caratteristica sorprendente del codice genetico è 
che un amminoacido può essere specificato da più di un 
codone, e in base a questa proprietà il codice viene det- 
to degenerato. Questo, però, non significa che il codice è 
impreciso. Infatti, anche se a un amminoacido corrispon- 
dono più codoni, ciascun codone specifica solo un ammi- 
noacido. Si noti che la degenerazione del codice non è uni- 
forme. Mentre la metionina e il triptofano corrispondono 
soltanto a un solo codone, per esempio, tre amminoacidi 
(Leu, Ser, Arg) hanno ciascuno sei codoni corrispondenti, 
cinque amminoacidi ne hanno quattro, Ile ne ha tre, e no- 
ve amminoacidi ne hanno due (Tabella 27.3). 

Il codice genetico è praticamente universale, con l’inte- 
ressante eccezione di poche variazioni nei mitocondri, in 
alcuni batteri e in alcuni eucarioti unicellulari (Box 27.1); 
i codoni che corrispondono ai 20 amminoacidi sono iden- 
tici in tutte le specie esaminate finora. Gli esseri umani, 
E. coli, la pianta del tabacco, gli anfibi e i virus condividono 
lo stesso codice genetico. Sembra inoltre che tutte le for- 
me viventi abbiano avuto un antenato comune il cui codi- 
ce genetico si è conservato durante l’evoluzione biologica. 
Perfino le variazioni rafforzano questo concetto. 
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seguita da un evento di acquisizione, cioè da una muta- 
zione nell’anticodone di un tRNAÎ® che ha permesso di 
riconoscere il codone CUG. In alternativa, ci potrebbe 
essere stata anche una situazione intermedia in cui il 
codone CUG poteva codificare sia Leu che Ser, forse con 
segnali contestuali negli mRNA che aiutavano un tRNA 
o unaltro a riconoscere specifici codoni CUG (vedi il Box 
27.3). L'analisi filogenetica indica che la riassegnazione 
di CUG come codone che codifica Ser è avvenuta nei 
progenitori ancestrali di Candida circa 150-170 milioni 
di anni fa. 

Le variazioni del codice genetico indicano che il codice 
non è così universale come si pensa, tuttavia la sua fles- 
sibilità è notevolmente limitata. Le variazioni sono ovvie 
derivazioni del codice normale, e finora non è stato tro- 
vato alcun esempio di un codice completamente diffe- 
rente. Le variazioni molto limitate del codice rafforzano il 
principio che la vita su questo pianeta si sia evoluta sulla 
base di un solo codice genetico (leggermente flessibile). 


BM Tabella 27.3 Degenerazione del codice genetico 


Numero Numero 
Amminoacido di codoni Amminoacido di codoni 
Met 1 Tyr 2 
Trp 1 Ile 3 
Asn 2 Ala 4 
Asp 2 Gly 4 
Cys 2 Pro 4 
Gln 2 Thr 4 
Glu 2 Val 4 
His 2 Arg 6 
Lys 2 Leu 6 
Phe 2 Ser 6 


e  L'“oscillazione” permette ad alcuni tRNA 

di riconoscere più di un codone 
Quando diversi codoni specificano un singolo ammino- 
acido, la differenza tra i vari codoni generalmente riguar- 
da la terza base (all’estremità 3’). Per esempio, l’alanina 
viene codificata dalle triplette GCU, GCC, GCA e GCG. I 
codoni di quasi tutti gli amminoacidi possono essere rap- 
presentati simbolicamente con XYè o XY}. Le prime due 
lettere di ciascun codone sono pertanto i principali deter- 
minanti della specificità, una caratteristica che ha alcune 
interessanti conseguenze. 

Gli RNA transfer riconoscono i codoni grazie all’ap- 
paiamento di basi tra il codone dell’mRNA e la tripletta 
del tRNA chiamata anticodone. La prima base del codone 
(che viene letto sempre in direzione 5'—3') si appaia con 
la terza base dell’anticodone (Figura 27.8a). Se la tripletta 
anticodone di uno specifico tRNA riconoscesse una sola 
tripletta codone attraverso il classico appaiamento di basi 
di Watson-Crick in tutte e tre le posizioni, le cellule dovreb- 
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(a) 3 
5! 
tRNA 
Anticodon 
3204 
UAG 
mRNA 5' AU C 3' 
12 3) 
Codone 
(b) 3 2 1 321 321 
Anticodone (3') G-C-1I G-C-I G-C-1 (5') 
Codone (5’) C-G-A Rei, c-6-C 04 
123 123 12 3 


Figura 27.8 Appaiamento tra codoni e anticodoni. 

(a) L'allineamento dei due RNA è di tipo antiparallelo. Il tRNA è 
rappresentato nella classica conformazione a trifoglio. 

(b) Quando l'anticodone del tRNA contiene inosinato, è possibile 
l'appaiamento con tre diversi codoni. 


bero avere un tRNA diverso per ciascun codone che speci- 
fica un amminoacido. Ma non è così, poiché gli anticodoni 
di alcuni tRNA presentano il nucleotide inosinato (chiama- 
to I), che contiene l’inconsueta base ipoxantina (vedi la Fi- 
gura 8.5b). Modelli molecolari dimostrano che l’inosinato 
può formare legami idrogeno con tre diversi nucleotidi (U, 
C e A, Figura 27.8b), ma questi appaiamenti sono piutto- 
sto deboli rispetto ai forti legami idrogeno tipici degli ap- 
paiamenti di Watson-Crick (G=C e A=U). Nel lievito, per 
esempio, un tRNA?"€ ha l’anticodone (5’)ICG, che può rico- 
noscere tre diversi codoni dell’arginina: (5')CGA, (5‘)CGU 
e (5’)CGC. Le prime due basi di questi codoni sono identi- 
che (CG) e formano forti appaiamenti di Watson-Crick con 
le basi corrispondenti degli anticodoni, ma la terza base dei 
tre codoni (A, U o C) che corrispondono all’arginina forma 
dei legami idrogeno piuttosto deboli con il residuo I posto 
nella prima posizione dell’anticodone. 

Lesame di questi e di altri appaiamenti codone-anti- 
codone indusse Crick a concludere che la terza base della 
maggior parte dei codoni si appaia in modo piuttosto “libe- 
ro” con la base corrispondente del proprio anticodone; per 
usare la sua espressione pittoresca, le terze basi di tali co- 
doni (e le prime basi dei corrispondenti anticodoni) “oscil- 
lano” (wobble). Crick elaborò quattro principi che vanno 
sotto il nome complessivo di ipotesi dell’oscillazione. 


1. Le prime due basi di un codone di mRNA formano 
sempre forti appaiamenti del tipo Watson-Crick con le 
basi corrispondenti dell’anticodone del tRNA e confe- 
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riscono la maggior parte della specificità di codifica- 
zione. 


2. La prima base di alcuni anticodoni (leggendo in direzio- 


ne 5'—3', si ricordi che questa base è appaiata con la 
terza base del codone) determina il numero di codoni 
letti da un dato tRNA. Quando la prima base dell’anti- 
codone è Co A, il legame è specifico e quel tRNA legge 
un solo codone. Quando la prima base è U o G, il lega- 
me è meno specifico e possono essere letti due diversi 
codoni. Quando l’inosinato (I) è il primo nucleotide di 
un anticodone (o nucleotide oscillante), da quel tRNA 
possono venire letti tre diversi codoni. Questo è il nu- 
mero massimo di codoni che può essere riconosciuto 
da un tRNA. Queste combinazioni sono riassunte nel- 
la Tabella 27.4. 

3. Quando un amminoacido viene specificato da più co- 
doni diversi, i codoni che differiscono in una delle due 
prime basi necessitano di tRNA diversi. 

4. Perla traduzione di tutti i 61 codoni sono necessari co- 
me minimo 32 tRNA (31 che codificano gli amminoa- 
cidi e 1 per l’inizio). 


La base oscillante (0 terza base) del codone contribui- 
sce alla specificità ma, a causa dell’appaiamento più debole 
con la base corrispondente sull’anticodone, permette una 
dissociazione rapida del tRNA dal suo codone durante la 
sintesi proteica. Se tutte e tre le basi presenti sul codone 
formassero forti appaiamenti del tipo Watson-Crick con 
le tre basi presenti sull’anticodone, il tRNA si dissocereb- 
be troppo lentamente e ciò limiterebbe molto la velocità 
della sintesi proteica. Le interazioni esistenti tra codoni e 
anticodoni ottimizzano la risposta alle necessità di accu- 
ratezza e di velocità. 


e  Ilcodice genetico è resistente alle mutazioni 

Il codice genetico ha un ruolo importante nel salvaguardare 
l'integrità genomica di ogni organismo vivente. Levoluzio- 
ne non ha prodotto un codice in cui le assegnazioni dei co- 
doni sono comparse a caso. Il codice è, invece, notevolmen- 


M Tabella 27.4 La base oscillante dell'anticodone determina 
quanti codoni di un dato amminoacido 
possono essere riconosciuti da un tRNA 


1. Un codone riconosciuto: 


Anticodone (3’)X-Y-C (5) (3)X-Y-A (5) 


(5') X'-YHG (3’) (5) X-Y-U (3°) 
2. Due codoni riconosciuti: 
(3')X-Y- U (5’) 


Codone 


Anticodone (3') X-Y- G (5’) 


GIXYA 0) 
3. Tre codoni riconosciuti: 
(3')X-Y-I (5’) 


Codone (5) X-Y-6 (31) 


Anticodone 


GI)X-Y-d (3) 


Codone 


OEe> LI 


Nota: X e Y indicano basi complementari capaci di formare tra loro forti appaia- 
menti di tipo Watson-Crick rispettivamente con X' e Y'. Le basi nella posizio- 
ne oscillante in 3’ del codone e in 5' dell’anticodone sono ombreggiate in rosa. 
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te resistente agli effetti deleteri che provocano la maggior 
parte delle comuni mutazioni, le cosiddette mutazioni di 
senso (missense mutations), in cui una nuova e singola cop- 
pia di basi ne sostituisce un’altra. Nella terza posizione del 
codone, o posizione di wobble (“oscillante” o “ballerina”), le 
sostituzioni di una singola base producono una variazione 
nell’amminoacido codificato solamente il 25% delle volte; 
per la maggior parte questi cambiamenti sono mutazioni 
silenti, in cui il nucleotide è diverso ma l’amminoacido co- 
dificato rimane lo stesso. 

Per le tipologie di danneggiamento spontaneo del DNA 
che colpiscono il genoma (vedi il Capitolo 8), la mutazione 
di senso che avviene più frequentemente è la mutazione 
di transizione, in cui una purina viene sostituita da un’al- 
tra purina o una pirimidina viene sostituita da un’altra pi- 
rimidina (per esempio, G=C viene cambiata in A=T). 
Tutte e tre le posizioni dei codoni si sono evolute in mo- 
do che vi sia resistenza alle mutazioni di transizione. Una 
mutazione a carico della prima posizione del codone soli- 
tamente dà luogo a una variazione di codifica dell’ammi- 
noacido, ma la mutazione spesso forma un codone per un 
amminoacido con proprietà chimiche molto simili. Ciò è 
vero in special modo per gli amminoacidi idrofobici rag- 
gruppati nella prima colonna di codoni riportata nella Fi- 
gura 27.7 Consideriamo il codone GUU che codifica Val. 
Una variazione che lo porta ad AUU sostituirebbe Val con 
Ile. Una mutazione che produce CUU sostituirebbe inve- 
ce Val con Leu. Le variazioni risultanti nella struttura e/o 
nella funzione della proteina codificata da questo gene do- 
vrebbero essere, spesso ma non sempre, di piccola entità. 

Gli studi computazionali hanno dimostrato che i co- 
dici genetici delineati a caso sono quasi sempre meno re- 
sistenti alla mutazione di quanto lo siano, invece, i codici 
esistenti. I risultati indicano che il codice è andato incon- 
tro a una considerevole ottimizzazione e snellimento pri- 
ma della comparsa di LUCA, la cellula ancestrale. 

Il codice genetico ci dice come l’informazione della se- 
quenza di una proteina sia conservata negli acidi nucleici 
e fornisce alcuni indizi sul modo in cui questa informazio- 
ne viene tradotta in una proteina. 


e Loslittamento del quadro di lettura e l'editing dell'RNA 
influenzano la lettura del codice 

Una volta che si è stabilito il quadro di lettura durante la 
sintesi proteica, i codoni vengono tradotti senza sovrappo- 
sizioni o punteggiatura fino a che il complesso ribosomiale 
non incontra il codone di terminazione. Le altre due pos- 
sibili sequenze di lettura non contengono alcuna informa- 
zione genetica utile, tuttavia alcuni geni sono strutturati in 
modo tale che a un certo punto del processo di traduzio- 


Quadro di lettura gag 
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ne degli mRNA i ribosomi “avanzino a singhiozzo”, cam- 
biando il quadro di lettura da quel punto in poi. Potrebbe 
trattarsi di un meccanismo che permette la sintesi di due 
o più proteine correlate, ma distinte, a partire da un unico 
trascritto, oppure di un meccanismo di regolazione della 
sintesi di una proteina. 

Uno degli esempi meglio documentati di slittamen- 
to del quadro di lettura è quello della traduzione degli 
mRNA dei geni gag e pol del virus del sarcoma di Rous (ve- 
di la Figura 26.34). Il quadro di lettura per pol è spostato a 
sinistra di una base (quadro di lettura —1) rispetto al qua- 
dro di lettura per gag (Figura 27.9). 

Il prodotto del gene pol (trascrittasi inversa) viene tra- 
dotto, sotto forma di una grossa poliproteina, a partire dal- 
lo stesso mRNA utilizzato per la sintesi della sola proteina 
gag (vedi la Figura 26.33). La poliproteina, o poliproteina 
gag-pol, viene poi tagliata per digestione proteolitica, pro- 
ducendo la trascrittasi inversa matura. La produzione del- 
la poliproteina richiede uno slittamento di sequenza nella 
regione di sovrapposizione, per permettere al ribosoma di 
scavalcare il codone di terminazione UAG alla fine del ge- 
ne gag (ombreggiato in rosa nella Figura 27.9). 

Slittamenti di sequenza si verificano nel 5% delle tra- 
duzioni di questo mRNA, e la poliproteina gag-pol (e quin- 
di la trascrittasi inversa) viene sintetizzata con una fre- 
quenza di circa un quinto rispetto alla proteina gag, un li- 
vello comunque sufficiente per la replicazione del virus. 
In alcuni retrovirus, un altro slittamento di sequenza per- 
mette la traduzione di una poliproteina ancora più gran- 
de, che include il prodotto del gene env fuso con i prodot- 
ti del gene pol (vedi la Figura 26.33). Un simile meccani- 
smo produce le due subunità t e y della DNA polimerasi 
III di E. coli da un singolo trascritto del gene dnaX (vedi 
la Tabella 25.2). 

Alcuni mRNA vengono modificati prima della tradu- 
zione. l'editing dell’RNA può comportare l'aggiunta, la 
delezione o l'alterazione dei nucleotidi dell’RNA, in modo 
tale da influenzare il significato del trascritto quando vie- 
ne tradotto. L'aggiunta o la delezione di nucleotidi è stata 
osservata soprattutto negli RNA originati dai genomi mi- 
tocondriali e cloroplastici degli eucarioti. Le reazioni ri- 
chiedono una speciale classe di molecole di RNA, codifica- 
te dagli stessi organelli, con sequenze complementari agli 
mRNA modificati. Questi RNA guida (gRNA; Figura 27.10) 
fungono da stampi per il processo di editing. 

I trascritti iniziali dei geni che codificano la subunità 
II della citocromo ossidasi in alcuni mitocondri dei pro- 
tisti sono un esempio di editing per inserzione. Questi 
trascritti non corrispondono precisamente alla sequenza 
necessaria per la terminazione carbossilica del prodotto 


Leu Gly Leu Arg Leu Thr Asn Leu Stop 
5'---[iuTa][cie a][clu te] cuoca aio AGGGcCCA 


CU AGG GC U CCG CUVUGACaAnanuvueeeeeeeeeaeeeadr- 


Quadro di lettura pol 


Ile Gly Arg Ala == 


Figura 27.9 Slittamento del quadro di lettura in un trascritto retrovirale. Viene mostrata la 
regione della sovrapposizione gag-pol del virus del sarcoma di Rous. 
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Catena l Figura 27.10 Editing dell'RNA 
di DNA = 5'---[a A Alle T alle A Gila A celle 7 GG 7 AL--- 3 del trascritto della subunità Il 
codificante - Lys Val Glu Asn Leu Val ——- della citocromo ossidasi nei 
mitocondri di Trypanosoma 
mRNA ---[A_A_AllG_ u Alle A_ullu_6_ull£A vu Allc_c_u][6_6_u]--- n 
modificato : a toe brucei. (a) L'inserzione di quattro 
Ls n ASD a HE Tie Se U (in rosso) produce un diverso 
__-.- F 
quadro di lettura. (b) Una 
(a) speciale classe di RNA guida, 
complementari al prodotto 
mRNA bre À A A GU Î Ù A y U GIU " Ù A C e Ù G G U--7 3’ modificato, agisce come stampo 
(_] | ® | (i i E CREA 
RIVA euida per il processo di editing. 


$ 


3° 
(b) 


proteico. Un processo di editing post-trascrizionale inse- 
risce quattro residui di U che spostano il quadro di lettu- 
ra della traduzione del trascritto. La Figura 27.10 mostra 
i residui di U aggiunti nella piccola parte del trascritto in 
cui avviene l’editing. Si noti che l’appaiamento delle basi 
tra il trascritto iniziale e ’PRNA guida comporta un certo 
numero di coppie di basi G=U (pallini blu), comuni nel- 
le molecole di RNA. 

Lediting del DNA per alterazione dei nucleotidi spesso 
comporta la deamminazione enzimatica dei residui di ade- 
nosina e di citidina, con formazione rispettivamente di ino- 
sina e uridina (Figura 27.11), anche se sono state descritte 
altre reazioni che alterano le basi. Durante la traduzione, 
l’inosina viene letta come un residuo G. La deamminazio- 
ne dell’adenosina è catalizzata da una adenosina deammi- 
nasi che agisce sull’RNA (ADAR). La deamminazione della 
citidina è catalizzata da una famiglia di enzimi, che com- 
prende i peptidi catalitici apoB per l'editing dell’mRNA 
(APOBEC), e le deamminasi indotte dall’attivazione 


\ Adenosina A Inosina 
(a) 
(O) 
\ 
\ N 
\ 
OCH, _0 
H50 NH; i 
Sins H H 
VAN H H 
H50 NHg 
o, OH 
\ Citidina \ Uridina 


U U A U A U CU A AU AU AU GGAUAU 
ne 


Si noti la presenza di due coppie 
G=U, evidenziate con pallini 

blu, per indicare appaiamenti di 
Watson-Crick. 


(AID). Ambedue i gruppi di enzimi hanno un dominio 
catalitico omologo, che coordina uno ione zinco. 

Un esempio ben studiato di editing dell'RNA per deam- 
minazione è quello che interessa il gene per l’apolipopro- 
teina B, un componente delle lipoproteine a bassa den- 
sità dei vertebrati. Una forma di apolipoproteina B, l’a- 
poB-100, (M, 513 000), viene sintetizzata nel fegato; una 
seconda forma, l’apoB-48 (M, 250 000), viene sintetizzata 
nell’intestino. Ambedue le proteine sono codificate da un 
mRNA prodotto dal gene per l’apoB-100. Una APOBEC 
citidina deamminasi presente esclusivamente nell’inte- 
stino si lega all'mRNA a livello del codone per il residuo 
amminoacidico 2153 (CAA = GlIn) e converte la C in U, 
creando il codone di terminazione UAA. L’apoB-48 pro- 
dotta nell’intestino dall’mRNA modificato non è che una 
forma tronca dell’apoB-100, priva della metà della porzio- 
ne amminoterminale (Figura 27.12). La reazione permet- 
te la sintesi tessuto-specifica di due differenti proteine da 
uno stesso gene. 


NH 
(0) 
Figura 27.11 Reazioni di deamminazione che 
danno luogo all’editing dell'RNA. (a) La conversione 
dei nucleotidi dell'adenosina in nucleotidi dell'inosina 
è catalizzata dagli enzimi ADAR. (b) La conversione 
della citidina in uridina è catalizzata dagli enzimi della 


famiglia APOBEC. 
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Numero del residuo 2146 2148 2150 


CAPITOLO 27 


Metabolismo delle proteine 


Fegato umano 5‘---{c_A_Al[c_ u Glfc A GlIA c Alu A_U] 
(apoB-100) Gln Leu Gln Thr Tyr 


2152 2154 2156 
AU Gila u alle a Alu v ul[c A ullc A Glu A u---3 
Met Ile Gln Phe Asp Gln Tyr 


Intestino umano fc_A_ allcu ellc_A ga c Alu AU 


AU GA vu AB vc vs A_ulca eva v--- 


(apoB-48) Gln Leu Gln Thr Tyr 


Met Ile Stop 


Figura 27.12 Editing dell'RNA del trascritto del gene per il componente apoB-100 delle 
LDL. La deamminazione, che avviene solo nell'intestino, converte una specifica citidina in 
uridina, cambiando un codone Gin in un codone di stop e producendo una proteina tronca. 


La deamminazione dell’A in I, durante l’editing ca- 
talizzato dall’ADAR, è particolarmente comune nei tra- 
scritti dei geni dei primati, e circa il 90% o più dell’editing 
avviene negli elementi Alu, un sottoinsieme di trasposo- 
ni eucariotici chiamati SINE (SINE, short interspersed ele- 
ments), che sono particolarmente comuni nei genomi dei 
mammiferi. Nell'uomo sono stati identificati più di un 
milione di elementi Alu, lunghi 300 bp, che costituisco- 
no circa il 10% del genoma. Sono concentrati soprattutto 
vicino ai geni che codificano le proteine, spesso negli in- 
troni e nelle regioni non tradotte delle estremità 3' e 5’ 
dei trascritti. Non appena sintetizzati (prima del processo 
di maturazione), gli mRNA dell’uomo includono media- 
mente da 10 a 20 elementi Alu. Gli enzimi ADAR si lega- 
no agli mRNA e promuovono l’editing dell’A in I solo in 
regioni duplex dell'RNA. I numerosi elementi Alu offro- 
no molte opportunità di formazione di accoppiamenti di 
basi intramolecolari nei trascritti, formando in tal modo 
i siti a doppia elica sui quali possono agire gli ADAR. Al- 
cune reazioni di editing alterano la sequenza di basi dei 
geni. Alcuni difetti degli enzimi ADAR sono stati messi in 
relazione con vari disordini neurologici, tra cui la sclero- 
si amiotrofica laterale (ALS), l'epilessia e la depressione. 

I genomi di tutti i vertebrati sono ricchi di sequenze SINE, 
ma nella maggior parte di questi organismi sono presenti 
molti tipi diversi di SINE. Gli elementi Alu sono presenti 
soprattutto nei primati. Uno screening accurato dei geni 
e dei trascritti ha rivelato che l’editing di A inIè da 30 a 
40 volte più frequente nell'uomo che nel topo, soprattut- 
to per la presenza di molti elementi Alu. La deamminazio- 
ne di A in I su larga scala e un livello di maggiore splicing 
alternativo (vedi la Figura 26.21) sono due caratteristiche 
che distinguono il genoma dei primati da quello degli al- 
tri mammiferi. Non è chiaro se queste reazioni sono pura- 
mente accidentali o se hanno svolto un ruolo nell’evolu- 
zione dei primati, e quindi dell’uomo. 


SOMMARIO 27.1 
Il codice genetico 

e La particolare sequenza amminoacidica di una protei- 
na si realizza attraverso la traduzione dell’informazio- 
ne codificata dall’mRNA. Il processo è catalizzato dai 
ribosomi. 

e Gli amminoacidi sono specificati da codoni presenti 
nell’mRNA, formati da triplette di nucleotidi. La tra- 
duzione richiede l’intervento di molecole adattatrici, i 
tRNA, che riconoscono i codoni e inseriscono gli am- 
minoacidi nelle posizioni appropriate del polipeptide, 
secondo una precisa sequenza. 


e Le sequenze delle basi dei codoni sono state dedotte 
mediante esperimenti condotti utilizzando mRNA sin- 
tetici a composizione e sequenza note. 

e Il codone AUG segnala l’inizio della traduzione. Le tri- 
plette UAA, UAG e UGA segnalano la terminazione. 

e Il codice genetico è degenerato: esistono più codoni 
per quasi tutti gli amminoacidi. 

e Il codice genetico standard è universale in tutte le spe- 
cie, con qualche variazione limitata ai mitocondri e ad 
alcuni organismi unicellulari. Le eventuali variazioni 
rafforzano il concetto di un codice universale. 

e La terza posizione di ciascun codone è molto meno 
specifica della prima e della seconda ed è detta “oscil- 
lante” o “ballerina” (wobble). 

e Il codice genetico è resistente agli effetti delle mutazio- 
ni di senso. 

e Lo slittamento del quadro di lettura e l’editing dell'RNA 
influenzano la lettura del codice genetico durante la 
traduzione. 


La sintesi proteica 


Come abbiamo visto per il DNA e per RNA (Capitoli 25 
e 26), la sintesi delle biomolecole polimeriche può essere 
suddivisa negli stadi di inizio, allungamento e terminazio- 
ne. Questi processi fondamentali sono di norma preceduti 
e seguiti da due ulteriori stadi: l'attivazione dei precurso- 
ri degli amminoacidi prima della sintesi e le modificazio- 
ni post-sintetiche del polimero completato. La sintesi del- 
le proteine avviene nello stesso modo. L'attivazione degli 
amminoacidi prima della loro incorporazione nei polipep- 
tidi e le modificazioni post-traduzionali svolgono un ruolo 
particolarmente importante nell’assicurare sia la fedeltà 
della sintesi, sia la funzione appropriata della proteina pro- 
dotta. Il processo è illustrato nella Figura 27.13. I compo- 
nenti cellulari coinvolti nelle cinque fasi della sintesi del- 
le proteine nell’E. coli e in altri batteri sono elencati nella 
Tabella 27.5; quelli necessari alle cellule eucariotiche sono 
molto simili, sebbene il numero dei componenti sia a vol- 
te più grande. Uno sguardo a queste fasi può essere utile 
per le discussioni che seguiranno. 


e  Lasintesi proteica avviene in cinque fasi 


Fase 1: attivazione degli amminoacidi La sintesi di un 
polipeptide con una sequenza definita necessita di due fon- 
damentali requisiti chimici: (1) il gruppo carbossilico di cia- 
scun amminoacido deve essere attivato per facilitare la for- 
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Inizio: l’mRNA e il tRNA amminoacilato 
si legano alla subunità minore del ribosoma. 


Attivazione 
degli 
amminoacidi: 
il tRNA viene 
amminoacilato. 


Amminoacil-tRNA 


Terminazione: la 
traduzione si ferma 

a livello di un codone 
di stop. EMRNA e la 
proteina si dissociano 
e le subunità 
ribosomiali vengono 
riciclate. 


6  Ripiegamento 
della proteina 


Figura 27.13 Le cinque fasi della sintesi delle proteine. 

© I tRNA sono amminoacilati. @ La traduzione ha inizio quando un 
mRNA e un tRNA amminoacilato si legano al ribosoma. @ Durante la 
fase di allungamento il ribosoma si muove lungo I'mRNA inserendo 

i tRNA su ciascun codone e catalizzando la formazione del legame 


mazione del legame peptidico; (2) deve essere stabilita una 
corrispondenza tra ciascun nuovo amminoacido e l’infor- 
mazione contenuta nell’mRNA che lo codifica. Entrambi 
questi requisiti vengono ottenuti tramite l’attacco dell’am- 
minoacido al tRNA nella prima fase della sintesi protei- 
ca. L'attacco del corretto amminoacido al corrispondente 
tRNA costituisce il punto cruciale. Questa fase avviene nel 
citosol, non sui ribosomi. Ciascuno dei 20 amminoacidi è 
legato covalentemente a uno specifico tRNA, utilizzando 
energia fornita dall’ATP ed enzimi attivatori Mg *-dipen- 
denti, chiamati amminoacil-tRNA sintetasi. Quando sono 
attaccati ai loro amminoacidi (amminoacilati), i tRNA ven- 
gono definiti “carichi”. 


Fase 2: inizio EMRNA che contiene il codice del polipep- 
tide da sintetizzare si lega alla subunità minore del riboso- 
ma e all’amminoacil-tRNA di inizio. A questo punto si lega 
la subunità ribosomiale maggiore e si forma un complesso 
di inizio. Lamminoacil-tRNA di inizio si appaia al codone 
AUG dell’mRNA che segnala l’inizio della catena polipep- 
tidica. Questo processo richiede GTP e viene promosso da 
specifiche proteine citosoliche chiamate fattori di inizio. 


Fase 3: allungamento La catena polipeptidica nascen- 
te si allunga per unione covalente di unità amminoacidi- 
che successive, ciascuna trasportata verso il ribosoma e 


Subunità minore 


© 978-88-08-26148-9 


Subunità maggiore 


3! 


Allungamento: i cicli successivi di 
legame dell’amminoacil-tRNA e della 
formazione del legame peptidici vanno 
avanti fino a che il ribosoma non 
raggiunge un codone di stop. 


peptidico. © La traduzione termina a livello di un codone di stop 

e le subunità ribosomiali vengono rilasciate e riciclate per un altro 
ciclo di sintesi proteica. @ Dopo la sintesi, la proteina si ripiega nella 
conformazione attiva e i componenti del ribosoma vengono riciclati. 


correttamente posizionata dal rispettivo tRNA, che si ap- 
paia al codone corrispondente sull’mRNA. L’allungamento 
viene coordinato da proteine citosoliche chiamate fattori 
di allungamento. Il legame di ciascun amminoacil-tRNA 
e lo scorrimento del ribosoma lungo I'mRNA sono facili- 
tati dall’idrolisi di GTP per ogni residuo aggiunto alla ca- 
tena nascente. 


Fase 4: terminazione e riciclo del ribosoma Il com- 
pletamento di una catena polipeptidica è segnalato da un 
codone di terminazione nell’mRNA. La nuova catena po- 
lipeptidica è quindi rilasciata dal ribosoma, con l’aiuto di 
proteine chiamate fattori di rilascio e il ribosoma è utiliz- 
zato per un altro ciclo di sintesi. 


Fase 5: ripiegamento e modificazioni post-traduzio- 
nali Per acquisire la sua forma biologicamente attiva, il 
nuovo polipeptide deve ripiegarsi nella sua conforma- 
zione tridimensionale. Prima o dopo il ripiegamento, il 
nuovo polipeptide può subire modificazioni da parte de- 
gli enzimi, come la rimozione di uno o più amminoaci- 
di, generalmente dall’estremità amminoterminale; l’ag- 
giunta di gruppi acetile, fosfato, metile, carbossile o al- 
tri a determinati residui amminoacidici; la scissione pro- 
teolitica della proteina; e/o l'attacco di oligosaccaridi o 
di gruppi prostetici. 
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M Tabella 27.5 Componenti necessari per le cinque fasi principali della sintesi proteica in E. coli 


Stadio 


Componenti essenziali 


1. Attivazione degli amminoacidi 20 amminoacidi 


20 amminoacil-tRNA sintetasi 


32 0 più tRNA 
ATP 
Mg?* 


2.Inizio mRNA 


N-Formilmetionil-tRNA!M® 
Codone di inizio (AUG) nell'mRNA 
Subunità ribosomiale 30S 


Subunità ribosomiale 50S 
Fattori di inizio (IF-1, IF-2, IF-3) 


GTP 
Mg”* 


3. Allungamento 


Complesso ribosomiale 70S (complesso di inizio) 


Amminoacil-tRNA specificati dai codoni 
Fattori di allungamento (EF-Tu, EF-Ts, EF-G) 


GTP 
Mg?* 


4. Terminazione e riciclo dei ribosomi 


Codoni di terminazione nell’mRNA 


Fattori di rilascio (RF-1, RF-2, RF-3, RRF) 


EF-G 
IF-3 


5. Ripiegamento e modificazioni post-traduzionali 


Chaperoni ed enzimi di ripiegamento (PPI, PDI); enzimi specifici, cofattori e altri 


componenti per la rimozione dell’amminoacido di inizio e delle sequenze di segnale, 
ulteriori modificazioni proteolitiche, modificazioni dei residui terminali, aggiunta di 
acetili, fosfati, metili, carbossili, carboidrati o gruppi prostetici 


Prima di analizzare in dettaglio i cinque stadi, dobbiamo 
esaminare i due componenti chiave della biosintesi protei- 
ca: il ribosoma e il tRNA. 


e Ilribosoma è una complessa macchina sopramolecolare 
Ogni cellula di E. coli contiene 15 000 o più ribosomi, che 
costituiscono circa un quarto del peso secco della cellula. 
I ribosomi batterici sono formati per circa il 65% da rRNA 
e per il restante 35% da proteine. Questi corpuscoli hanno 
un diametro di circa 18 nm e sono composti da due sub- 
unità non uguali, con un coefficiente di sedimentazione 
rispettivamente di 30S e di 50S, mentre quello del riboso- 
ma completo è di 705. Entrambe le subunità contengono 
molte proteine ribosomiali e almeno una grande moleco- 
la di rRNA (Tabella 27.6). 

In seguito alla scoperta di Zamecnik, cioè che i ribo- 
somi sono i complessi responsabili della sintesi proteica, 
e alla successiva spiegazione del codice genetico, lo studio 
sui ribosomi ha subìto una notevole accelerazione. Alla fi- 
ne degli anni ’60 Masayasu Nomura e colleghi dimostraro- 
no che entrambe le subunità ribosomiali possono essere 
suddivise in vitro nei loro componenti di RNA e proteine 


e successivamente ricostituite. 
In condizioni sperimentali ap- 
propriate, l’RNA e le proteine 
si riassociano spontaneamente 
per formare le subunità 305 o 
50S con struttura e attività pra- 
ticamente identiche alle subu- 
nità native. Queste nuove ac- 
quisizioni hanno alimentato 
decenni di ricerche sulla strut- 
tura e la funzione degli rRNA 
e delle proteine ribosomiali. 
Contemporaneamente, sofi- 
sticate analisi strutturali hanno rivelato sempre maggiori 
dettagli della struttura dei ribosomi. 

Agli albori del terzo millennio, grazie a Thomas Steitz, 
Ada Yonath, Venki Ramakrishnan, Harry Noller e altri 
scienziati, sono state ottenute attraverso tecniche ad alta 
risoluzione le prime informazioni sulla struttura delle sub- 
unità ribosomiali batteriche. Il lavoro di questi scienziati 
ha fornito risultati che sono stati fonte di molte sorprese 
(Figura 27.14a). Per prima cosa l’attenzione che tradizio- 


Masayasu Nomura, 1927-2011 


M Tabella 27.6 Molecole di RNA e molecole proteiche che compongono i ribosomi di E. coli 


Subunità Numero di proteine differenti 
30S 21 21 
50S 33 36 


Numero totale di proteine 


Nome delle proteine Numero e tipo di rRNA 
S1-821 1 (rRNA 165) 


L1-L36* 2 (rRNA 55 e 23$) 


* La denominazione delle proteine da L1 a L36 non corrisponde alle 36 diverse proteine. La proteina originariamente chiamata L7 infatti corrisponde a una mo- 
dificazione della proteina L12, e la proteina L8 è un complesso formato da tre proteine. Anche per quanto riguarda L26 è stato dimostrato che è identica a S20 (e 
non fa parte della subunità 50S). In totale vi sono 33 proteine differenti nella subunità maggiore del ribosoma. Ci sono però quattro copie della proteina L7/L12, 
che conle tre copie extra portano il totale a 36. 
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5087] 


Proteina 


305 


Figura 27.14 La struttura dei ribosomi. Le conoscenze sulla 
struttura dei ribosomi derivano principalmente da immagini a elevata 
risoluzione dei ribosomi di batteri e di lieviti. (a) Ribosoma batterico 
(derivato da PDB ID 20W8 e da PDB ID 1VSA). Le subunità 505 e 305 si 


Thomas A. Steitz 


Venkatraman Ramakrishnan 


nalmente era rivolta ai componenti proteici dei ribosomi si 
è spostata. Le subunità ribosomiali sono enormi molecole 
di RNA. Nella subunità 50S, gli rRNA 5S e 23S formano il 
nucleo della struttura. Le proteine sono elementi seconda- 
ri del complesso che “decorano” la sua superficie. Ancora 
più importante è il fatto che nessuna proteina è presente 
nei 18 À del sito attivo in cui avviene la formazione del le- 
game peptidico. La struttura ad alta risoluzione ha quin- 
di confermato ciò che Harry Noller aveva predetto mol- 
to tempo prima: il ribosoma è un ribozima. Oltre ad aver 
condotto alla conoscenza dettagliata della struttura del 
ribosoma e delle sue subunità e alla comprensione del 
meccanismo della sintesi proteica (come spiegato di se- 
guito), essi hanno stimolato un nuovo modo di conside- 
rare l'evoluzione della vita (Box 27.2). Anche i ribosomi 
delle cellule eucariotiche sono stati sottoposti a sofistica- 
te analisi strutturali (Figura 27.14b). 

Il ribosoma batterico è strutturalmente complesso e 
ha un peso molecolare totale di -2,7 milioni. Le due sub- 
unità ribosomiali di forma irregolare si uniscono formando 
una fessura attraverso cui passa l'mRNA, man mano che il 
ribosoma si sposta durante la traduzione (Figura 27.14a). 


Ada E. Yonath 
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(b) 


60S 


40S 


associano formando il ribosoma 705. Una fessura tra le due subunità è 
la sede della sintesi proteica. (b) Il ribosoma di lievito ha una struttura 
simile, di complessità in qualche modo maggiore (derivata da PDB ID 

3058 e PDB ID 3022). 


Le 57 proteine nel ribosoma batterico 
variano enormemente per dimensione 
e struttura. Eintervallo di pesi moleco- 
lari va da circa 6000 a 75 000. La mag- 
gior parte delle proteine possiede domi- 
ni globulari disposti sulla superficie del 
ribosoma. Alcune hanno anche estru- 
sioni proteiche serpentiformi che pro- 
trudono nel nucleo dell’rRNA del ribo- 
soma, stabilizzandone la struttura. Le 
funzioni di alcune di queste proteine 
non sono ancora state chiarite in det- 
taglio, nonostante per molte di loro sia 
evidente un ruolo di tipo strutturale. 

Attualmente si conoscono le sequenze degli rRNA di 
molti organismi. Ciascuna delle tre catene singole dell’rRNA 
di E. coli ha una specifica conformazione tridimensionale 
che forma estesi accoppiamenti intercatena. Gli schemi di 
ripiegamento degli rRNA sono altamente conservati in tut- 
ti gli organismi, particolarmente le regioni coinvolte nel- 
le funzioni chiave (Figura 27.15). La struttura secondaria 
prevista per gli rRNA è stata ampiamente confermata dal- 
le analisi strutturali, ma non chiarisce l’estesa rete di inte- 
razioni terziarie evidenti nella struttura completa. 

I ribosomi delle cellule eucariotiche (tranne i riboso- 
mi dei mitocondri e dei cloroplasti) sono più grandi e più 
complessi dei ribosomi batterici (Figura 27.16; si confron- 
ti con la Figura 27.14b); essi hanno un diametro di circa 
23 nm e un coefficiente di sedimentazione di circa 805. 
Possiedono anch'essi due subunità che variano di dimen- 
sione a seconda della specie, ma che hanno coefficienti 
di sedimentazione medi di 60S e 40S. I ribosomi eucario- 
tici contengono complessivamente più di 80 proteine di- 
verse. I ribosomi dei mitocondri e dei cloroplasti invece 
sono leggermente più piccoli e più semplici di quelli bat- 


© 978-88-08-26148-9 


CAPITOLO 27 


Metabolismo delle proteine 


_Box27.2P Da un mondo a RNA a un mondo a proteine 


I ribozimi attuali promuovono uno solo di due tipi di 
reazione: taglio idrolitico del legame fosfodiestere o 
trasferimento di un gruppo fosforico (Capitolo 26). In 
entrambi i casi i substrati delle reazioni sono molecole 
di RNA. Gli RNA ribosomiali rappresentano una impor- 
tante espansione dell’ambito catalitico dei ribozimi cono- 
sciuti. Abbinata all'indagine di laboratorio sulla funzione 
catalitica potenziale del’RNA (vedi il Box 26.3), l’idea di 
un mondo a RNA come precursore delle attuali forme 
di vita diventa sempre più interessante. 

Un mondo a RNA vitale richiede un RNA capace di au- 
toreplicazione, un metabolismo primitivo per generare i 
ribonucleotidi precursori essenziali e una barriera cellu- 
lare per permettere la concentrazione dei precursori e il 
loro isolamento dall’ambiente. La necessità di catalizzare 
reazioni che interessavano un numero sempre crescente 
di metaboliti e macromolecole potrebbe aver portato a 
catalizzatori a RNA più grandi e più complessi. I molti 
gruppi fosforici carichi negativamente sullo scheletro 
dell’RNA limitano la stabilità delle molecole di RNA 
molto grandi. In un mondo a RNA, i cationi bivalenti 
e altri gruppi carichi positivamente potrebbero essere 
incorporati in strutture per aumentarne la stabilità. 
Alcuni peptidi potrebbero stabilizzare grandi molecole 
di RNA. Per esempio, molte proteine ribosomiali nelle 
attuali cellule eucariotiche possiedono lunghe estensioni, 
non avendo strutture secondarie, che si insinuano negli 
rRNA e aiutano a stabilizzarli (Figura 1). La sintesi ca- 
talizzata dai ribozimi dei peptidi potrebbe così essersi 
evoluta inizialmente come parte di una soluzione gene- 
rale al problema del mantenimento strutturale di grandi 
molecole di RNA. La sintesi dei peptidi potrebbe aver 
aiutato a stabilizzare i grandi ribozimi, ma questo passo 
avanti potrebbe aver segnato anche l’inizio della fine per 
il mondo a RNA. Una volta resa possibile la sintesi dei 
peptidi, l'aumento del potenziale catalitico delle proteine 
potrebbe aver messo in movimento una transizione ir- 
reversibile verso un sistema metabolico dominato dalle 
proteine. 

La maggior parte dei processi enzimatici (ma non tutti) 
alla fine rimase una funzione delle proteine. In ogni or- 


terici. Ciò nonostante, la struttura del ribosoma e le sue 
funzioni sono estremamente simili in tutti gli organismi 
e in tutti gli organelli. 


e GliRNAtransferhanno caratteristiche 
strutturali peculiari 

Per capire in che modo i tRNA possono funzionare come 
adattatori nella traduzione del linguaggio degli acidi nu- 
cleici nel linguaggio delle proteine, occorre prima esami- 
nare la loro struttura in maniera più dettagliata. I tRNA 
sono relativamente piccoli e sono costituiti da una singo- 
la elica di RNA ripiegata in modo da formare una precisa 
struttura tridimensionale (vedi la Figura 8.25a). Nei batte- 
ri e nel citosol degli eucarioti i tRNA hanno da 73 a 93 re- 


ganismo l’arduo compito di sintetizzare le proteine resta, 
ancora oggi, un processo catalizzato da ribozimi. 
Sembra esistere una sola combinazione (o solo poche) 
di residui nucleotidici nel sito attivo di un ribozima in 
grado di catalizzare la sintesi del peptide. I residui di 
rRNA che sembrano essere coinvolti nell’attività pep- 
tidiltrasferasica dei ribozimi sono altamente conservati 
nella subunità maggiore degli rRNA di tutte le specie. 
Utilizzando l'evoluzione in vitro (SELEX; vedi il Box 
26.3), i ricercatori hanno isolato ribozimi artificiali che 
promuovono la sintesi peptidica. Molto interessante è il 
fatto che la maggior parte di essi include l’ottetto ribonu- 
cleotidico (5')AUAACAGG(3'), una sequenza altamente 
conservata che si trova nel sito attivo della peptidiltrasfe- 
rasi nei ribosomi di tutte le cellule. Potrebbe esserci una 
sola soluzione ottimale al problema chimico della sintesi 
delle proteine catalizzata dai ribozimi con una sequenza 
definita. Eevoluzione ha trovato questa soluzione una 
sola volta e nessuna forma di vita ha migliorato questo 
processo in maniera evidente. 


Figura 1 La subunità 50S di un ribosoma batterico (PDB ID 107Y). 
Gli scheletri proteici sono mostrati come strutture vermiformi di 
colore blu; gli rRNA sono trasparenti. Le estensioni non strutturate 
di molte delle proteine ribosomiali si insinuano nelle strutture 
dell'rRNA, aiutando a stabilizzarle. La puromicina legata (in rosso) 
identifica il sito attivo della peptidiltrasferasi sull'rRNA. 


sidui nucleotidici che corrispondono a masse molecolari 
che vanno da 24 000 a 31 000. I mitocondri e i cloroplasti 
contengono tRNA particolari di dimensioni relativamen- 
te ridotte. Le cellule contengono almeno un tipo di tRNA 
per ciascun amminoacido; sono necessari almeno 32 tRNA 
per riconoscere tutti i codoni degli amminoacidi (alcuni 
riconoscono più di un codone), ma alcune cellule ne usa- 
no più di 32. 

Il RNA dell’alanina di lievito (LtRNA?°) è stato il primo 
acido nucleico a essere completamente sequenziato da Ro- 
bert Holley nel 1965. Esso contiene 76 residui nucleotidici, 
dieci dei quali sono basi modificate. Il confronto tra mol- 
ti tRNA di varie specie ha evidenziato molti comuni deno- 
minatori strutturali (Figura 27.17). Otto o più residui nu- 


1141 


CAPITOLO 27 


1142. Metabolismo delle proteine 


Batteri 


Figura 27.15 Conservazione della 
struttura secondaria degli rRNA della 
subunità minore nei tre domini della 
vita. Il rosso, il giallo e il viola indicano 
le aree in cui le strutture degli rRNA dei 
batteri, degli archea e degli eucarioti si 
sono diversificate. Le regioni conservate 
sono mostrate in verde. 


Ribosoma eucariotico 
70S 80S 
M, 4,2 x 10% 


Ribosoma batterico 


M, 2,7 x 10% 


60S 
® 
| 
— | 
M, 1,8 x 10% M, 2,8 x 10° 
rRNA 5S rRNA 5S 
(120 nucleotidi) (120 nucleotidi) 
rRNA 23S rRNA 28S 
(3200 nucleotidi) (4700 nucleotidi) 
36 proteine rRNA 5,8S 
(160 nucleotidi) 
47 proteine 
30S 40S 
M, 0,9 x 10° M, 1,4 x 106 
rRNA 16S rRNA 18S 
(1540 nucleotidi) (1900 nucleotidi) 


21 proteine 


33 proteine 


Figura 27.16 Sintesi della composizione e della massa dei 
ribosomi dei batteri e degli eucarioti. Le subunità ribosomiali sono 
identificate mediante i loro valori di S (unità Svedberg), coefficienti 

di sedimentazione che si riferiscono alla velocità di sedimentazione 
delle subunità sottoposte a centrifugazione. | valori di Snon sono 
necessariamente additivi quando le subunità vengono ricombinate, 
perché sono proporzionali circa ai 2/3 del peso molecolare e sono 
leggermente influenzati anche dalla forma. 
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cleotidici di tutti i tRNA han- 
no basi e zuccheri modifica- 
ti, molti dei quali sono deriva- 
ti metilati delle basi principa- 
li. La maggior parte dei tRNA 
ha un residuo di guanilato 
(pG) all'estremità 5' e tutti 
hanno la sequenza trinucleo- 
tidica CCA(3') all’estremità 3°. 
Se rappresentati nella forma a 
due dimensioni, i legami idro- 
geno di tutti i tRNA stabilizza- 
no una struttura costituita da 
tre anse e uno stelo, simile a 
un trifoglio. I tRNA più lunghi hanno anche una quinta 
ansa più corta, chiamata braccio extra. Nella struttura a 
tre dimensioni, un tRNA ha la forma di una L rovesciata 
(Figura 27.18). 

Due regioni del tRNA sono di importanza fondamentale 
per la funzione di adattatore. Lo stelo (o braccio) accetto- 
re dell’amminoacido trasporta uno specifico amminoaci- 
do, legato mediante un legame estere tra il gruppo carbossi- 
lico dell’amminoacido e il gruppo ossidrilico 2’ o 3’ del resi- 
duo di adenosina all’estremità 3' del tRNA. L’ansa (o brac- 


Robert W. Holley, 
1922-1993 


C Braccio accettore 
C dell’amminoacido 
N 


Pi 


Braccio TyC 


Braccio D 


@ 


Strnygo 
°_° 


De Braccio extra 


) 


Contiene 


due o tre di dimensione 
residui D variabile 
in posizioni non presente 
differenti ES in tutti i tRNA 
| ‘p, Braccio 
SE U Pu . 
Posizione dell’anticodone 
oscillante 
5 O A 3' 
Anticodone 


Figura 27.17 Struttura secondaria a trifoglio dei tRNA. 

| pallini sullo scheletro rappresentano i residui nucleotidici; i trattini 
blu gli appaiamenti delle basi. | residui caratteristici e/o conservati, 
comuni a tutti i tRNA, sono evidenziati in rosa. | tRNA possono 

essere lunghi da 73 a 93 nucleotidi. Nucleotidi extra possono essere 
presenti nel braccio extra o nel braccio D. All'estremità del braccio 
dell'anticodone è situata l'ansa dell'anticodone, che contiene sempre 
sette nucleotidi non appaiati. Il braccio D contiene due o tre residui D 
(5,6-diidrouridina), a seconda del tRNA. In alcuni tRNA il braccio D ha 
solo tre coppie di basi legate da legami idrogeno. | simboli sono: Pu, 
nucleotide purinico; Py, nucleotide pirimidinico; y, pseudouridilato; 
G*, guanilato o 2'-O-metilguanilato. 
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Braccio accettore 


Braccio TyC dell’amminoacido 


15 


Braccio D 
(10-25 
residui) 


Braccio 
dell’anticodone 


Anticodone 


(a) 


Figura 27.18 Struttura tridimensionale del tRNA”"° di lievito 
dedotta dall'analisi della diffrazione dei raggi X. La forma della 
molecola è simile a una L rovesciata. (a) Rappresentazione schematica 
con i vari bracci indicati come nella Figura 27.17, con colori diversi. 


cio) dell’anticodone contiene l’anticodone. Le altre due 
regioni principali sono l’ansa D o della diidrouridina, che 
contiene l’inusuale nucleotide diidrouridina (D), e l’ansa 
TC, che contiene ribotimidina (T), di solito assente negli 
RNA, e pseudouridina (w), che possiede un insolito lega- 
me carbonio-carbonio tra la base e il ribosio (vedi la Figu- 
ra 26.22). Le anse De TyC contribuiscono alle importanti 
interazioni che influenzano il ripiegamento della moleco- 
la di tRNA; inoltre l’ansa TyC interagisce con l’rRNA del- 
la subunità maggiore. 

Dopo aver esaminato la struttura dei ribosomi e degli 
RNA transfer, consideriamo in dettaglio le cinque fasi del- 
la sintesi delle proteine. 

e Fase 1:le amminoacil-tRNA sintetasi legano il corretto 
amminoacido ai tRNA corrispondenti 

Nella prima fase della sintesi proteica, che avviene nel ci- 
tosol, i 20 diversi amminoacidi vengono legati mediante 
legame estere al loro tRNA a opera di amminoacil-tRNA 
sintetasi. Ciascun enzima è specifico per un amminoacido 
e per uno o più tRNA corrispondenti. Nella maggior parte 
degli organismi esiste generalmente un’amminoacil-tRNA 
sintetasi per ciascun amminoacido. Per gli amminoacidi 
che hanno due o più tRNA corrispondenti, di solito la stes- 
sa amminoacil-tRNA sintetasi provvede all’amminoacila- 
zione di tutti. 

Sono oggi note le strutture di tutte le amminoacil-tRNA 
sintetasi di E. coli. Questi enzimi sono stati suddivisi in due 
classi (Tabella 27.7) in base a differenze sostanziali pre- 
senti nella struttura primaria e terziaria e a differenze nel 
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Braccio accettore 
dell'’amminoacido 


Braccio TyC 


5' 


Braccio D 


Braccio dell’anticodone 


Anticodone 


(b) 


(b) Un modello a spazio pieno, colorato come in (a) (PDB ID 
ATRA). La sequenza CCA all'estremità 5'(in viola) è il sito di legame 
dell'amminoacido. 


BM Tabella 27.7 Le due classi di amminoacil-tRNA sintetasi 


Classe I Classe II 
Arg Leu Ala Lys 
Cys Met Asn Phe 
Gln Trp Asp Pro 
Glu Tyr Gly Ser 
Ile Val His Thr 


Nota: Arg sta per arginil-tRNA sintetasi, e così via. La classificazione è valida 
per tutti gli organismi per i quali sono state analizzate le tRNA sintetasi, ed è 
basata su differenze nelle strutture proteiche e sui distinti meccanismi mo- 
strati nella Figura 27.19. 


meccanismo di reazione (Figura 27.19). Queste due clas- 
si sono presenti in tutti gli organismi e non ci sono prove 
dell’esistenza di un antenato comune. Le ragioni biologi- 
che, chimiche o evolutive che giustifichino l’esistenza di 
due classi di enzimi coinvolti in processi identici rimango- 
no oscure. La reazione catalizzata da un’amminoacil-tRNA 
sintetasi è la seguente: 
Mg?* 
Amminoacido + tRNA + ATP_—> 
amminoacil-tRNA + AMP + PP; 


Questa reazione avviene in due tappe distinte che han- 
no luogo all’interno del sito attivo dell'enzima. Nella tappa 
© (Figura 27.19) si forma un intermedio legato all’enzima, 
l’amminoacil-adenilato (amminoacil-AMP). Nella seconda 
tappa il gruppo amminoacilico viene trasferito dall’ammi- 
noacil-AMP legato all’enzima al tRNA corrispondente. Il 
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Figura 27.19 X} MECCANISMO 
D'AZIONE Amminoacilazione di 

un tRNA da parte dell’amminoacil- 
tRNA sintetasi. La fase © è costituita 
dalla formazione di un amminoacil 
adenilato, che rimane legato al sito attivo 
dell'enzima. Nella seconda fase, il gruppo 


amminoacilico viene trasferito al tRNA. 
Questa fase avviene con meccanismi 
diversi a seconda della classe di 
amminoacil-tRNA sintetasi 

(vedi la Tabella 27.7). Nel caso degli 
enzimi della classe I, @ il gruppo 
amminoacilico viene trasferito prima 
sul gruppo ossidrilico 2’ del residuo 
adenilato 3'-terminale e € poi trasferito 
sul gruppo ossidrilico 3’ per mezzo di 
una reazione di transesterificazione. 
Nel caso degli enzimi della classe II, © il 
gruppo amminoacilico viene trasferito 
direttamente sull'ossidrile 3’ del 
terminale adenilato. 


2 


Adenina | 


5'-Amminoacil adenilato 


(O) 
‘-0-P-0-P-0-P-0 
Lu ST 
O (©) O 
Amminoacido ATP 
Il gruppo a-carbossilico 
dell’amminoacido attacca 
il fosfato a dell'ATP, formando PP; 
il 5’-amminoacil adenilato. 
O Adenina 
H H 
H H 
OH OH 


amminoacil-tRNA 


sintetasi 
di classe I 


estremità 3' del tRNA 


Adenina 


O-d=0 


| Amminoacil-AMP 


tRNA 


Il gruppo amminoacilico viene trasferito 
sul 2'-OH dell’adenosina 3'-terminale 
del tRNA, liberando AMP 


AMP 


9 transesterificazione n 
cin © 
O 


La transesterificazione trasferisce 
il gruppo amminoacilico sul 
3'-OH sempre dell’adenosina 
3'-terminale del tRNA, 
generando l’amminoacil-tRNA. 


—0- Adenosina 


(amminoacil-AMP) 


amminoacil-tRNA 


sintetasi 


di classe II 


(0) 

1_0- Adenosina 
L 
Amminoacil-AMP 


tRNA 


Il gruppo amminoacilico viene trasferito direttamente 
(26) al 3'-OH dell’adenosina 3'-terminale del tRNA, 
formando l’amminoacil-tRNA. 


| 
—0—P=0 


O 
i Amminoacil-tRNA 
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meccanismo di questa seconda tappa dipende dalla classe 
a cui appartiene l'enzima, come mostrato nelle tappe ® e 
@ della Figura 27.19. Il risultante legame estere tra l’am- 
minoacido e il tRNA (Figura 27.20) ha un’energia libera 
standard di idrolisi molto negativa (AG'° = —29 kJ/mo- 
le). Il pirofosfato inorganico liberato nella reazione di atti- 
vazione viene idrolizzato a fosfato dalla pirofosfatasi inor- 
ganica. Pertanto, due legami fosforici ad alta energia ven- 
gono complessivamente utilizzati per ciascuna molecola di 
amminoacido attivata, rendendo la reazione complessiva 
praticamente irreversibile: 
ua Mg** 
Amminoacido + tRNA + ATP_—> 
amminoacil-tRNA + AMP + 2P; 
AG'° = —29 kJ/mole 


Alcune amminoacil-tRNA sintetasi hanno anche un’at- 
tività di correzione delle bozze (proofreading) Lam- 
minoacilazione del tRNA raggiunge due obiettivi: (1) l’at- 
tivazione di un amminoacido per la formazione di un lega- 
me peptidico e (2) l'attacco dell’amminoacido a un tRNA 
adattatore, che lo porta nella giusta posizione nel polipep- 
tide in formazione. L'identità dell’amminoacido legato al 
tRNA non viene controllata a livello del ribosoma, quindi 
l'attacco del corretto amminoacido a ciascun tRNA è es- 
senziale per la fedeltà della sintesi proteica. 

Come si ricorderà dal Capitolo 6, la specificità di un en- 
zima è limitata dall’energia di legame disponibile che può 
derivare dall’interazione enzima-substrato. La distinzione 
tra due substrati amminoacidici simili è stata analizzata 
in dettaglio nel caso della Ile-tRNA sintetasi, che deve di- 
stinguere l’isoleucina dalla valina, la quale differisce dall’i- 
soleucina soltanto per un gruppo metilenico (CH). 


Estremità 3' del tRNA 


Adenina 
OH H 
9 
Pa 

ia 2 O ‘NHz 

O Gruppo 
"0 n o amminoacilico 

LL (0) 


Braccio accettore 
PG| dell’amminoacido 


Ansa Ansa 
D TUC 
Ansa 


dell’anticodone 


FIGURA 27.20 Struttura generale degli amminoacil-tRNA. 
Il gruppo amminoacilico è esterificato nella posizione 3‘ del 
residuo adenilato terminale. Il legame estere, che provvede sia 
all'attivazione dell'amminoacido sia al suo attacco al tRNA, è 
ombreggiato in rosa. 
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Come ci si può aspettare, l’Ile-tRNA sintetasi attiva l’iso- 
leucina (formando Ile-AMP) 200 volte più velocemente ri- 
spetto alla valina, in quanto il gruppo metilenico (dell’Ile) 
favorisce il legame del substrato. Tuttavia, la valina viene 
erroneamente incorporata nelle proteine in posizioni nor- 
malmente occupate dall’isoleucina con una frequenza di 
appena 1 volta su 3000. A che cosa è dovuto questo aumen- 
to di accuratezza di oltre 10 volte? La Ile-tRNA sintetasi, 
come le altre amminoacil-tRNA sintetasi, ha una funzio- 
ne di correzione delle bozze (proofreading). 

Si ricordi un principio generale emerso durante la di- 
scussione sulla correzione delle bozze da parte della DNA 
polimerasi (vedi la Figura 25.7): se le interazioni disponi- 
bili non permettono una sufficiente discriminazione tra 
due substrati, la necessaria specificità può essere raggiun- 
ta attraverso il legame del substrato specifico in due pas- 
saggi successivi. Leffetto che si ottiene forzando il sistema 
attraverso due “filtri” successivi, invece che attraverso uno 
solo, è sinergico. Nel caso della Ile-tRNA sintetasi, il primo 
filtro è rappresentato dall’iniziale legame dell’amminoacido 
all’enzima e dalla sua attivazione ad amminoacil-AMP Il se- 
condo filtro è rappresentato dal legame di qualsiasi ammi- 
noacil-AMP sbagliato a un sito attivo separato sull’enzima; 
un substrato che si lega a questo secondo sito attivo viene 
idrolizzato. Poiché il gruppo R della valina è leggermente 
più piccolo di quello dell’isoleucina, il Val-AMP si adatta al 
sito idrolitico (proofreading) della Ile-tRNA sintetasi, men- 
tre l’Ile-AMP non entra nel sito. Quindi, il Val-AMP viene 
idrolizzato a valina e AMP nel sito attivo di proofreading e 
il tRNA legato alla sintetasi non viene amminoacilato con 
l’amminoacido sbagliato. 

Oltre all’attività di proofreading, dopo la formazione 
dell’intermedio amminoacil-AMP, la maggior parte delle 
amminoacil-tRNA sintetasi è anche in grado di idrolizza- 
re il legame estere tra l'’amminoacido e il tRNA nell’am- 
minoacil-tRNA. Tale idrolisi è notevolmente accelerata 
nel caso di tRNA cui siano legati amminoacidi non spe- 
cifici, fornendo così un terzo filtro che aumenta la fedel- 
tà del processo complessivo. Le poche amminoacil-tRNA 
sintetasi che attivano amminoacidi che non hanno af- 
finità strutturali con altri amminoacidi (per esempio la 
Cys-tRNA sintetasi) sono praticamente prive di attività 
di proofreading. In questi casi il sito attivo per l’ammi- 
noacilazione può distinguere con sufficiente accuratez- 
za tra l’amminoacido giusto e ogni altro amminoacido 
non corretto. 

La frequenza complessiva di errori della sintesi protei- 
ca (circa 1 errore su 10% amminoacidi incorporati) non è 
bassa come quella della replicazione del DNA. Poiché un 
eventuale errore in una proteina viene eliminato distrug- 
gendo la proteina stessa e quindi non viene trasmesso al- 
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le generazioni future, ha un significato biologico minore. 
Questo grado di fedeltà è sufficiente ad assicurare che la 
maggior parte delle proteine non contenga errori e che la 
grande quantità di energia necessaria per sintetizzare una 
proteina non venga sprecata. Una molecola proteica non 
corretta è normalmente priva di importanza quando sono 
presenti molte copie corrette della stessa proteina. 


Interazione tra amminoacil-tRNA sintetasi e tRNA: un 
“secondo codice genetico” Un’amminoacil-tRNA sinte- 
tasi deve essere specifica non solo per un amminoacido, 
ma anche per un determinato tRNA. La capacità di sceglie- 
re fra alcune decine di tRNA è importante per la fedeltà 
complessiva della biosintesi proteica quanto la capacità di 
scegliere tra diversi amminoacidi. L’interazione tra le am- 
minoacil-tRNA sintetasi e i tRNA è stata definita come il 
“secondo codice genetico”, per sottolineare l’importanza 
fondamentale del suo ruolo nell’assicurare la precisione 
nella sintesi proteica. Le regole di questo “codice” sembra- 
no più complesse di quelle del “primo” codice. 

La Figura 27.21 riassume ciò che si conosce sui nu- 
cleotidi coinvolti nel riconoscimento compiuto dalle am- 
minoacil-tRNA sintetasi. Alcuni nucleotidi sono conser- 
vati in tutti i tRNA e perciò non possono essere utilizzati 
come discriminanti. Le posizioni dei nucleotidi utili alle 
amminoacil-tRNA sintetasi sono state individuate osser- 
vando l’effetto di mutazioni di tali nucleotidi sulla speci- 
ficità dell'enzima per il substrato. Queste interazioni sem- 
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Braccio accettore 
dell’amminoacido 


Braccio TyC 
Braccio D 


Braccio extra 


Braccio dell’anticodone 


pl__—_—_—_—_y 


(a) Anticodone (b) 


Figura 27.21 Le posizioni dei nucleotidi nel tRNA riconosciute 
dalle amminoacil-tRNA sintetasi. (a) Alcune posizioni (pallini viola) 
sono le stesse in tutti i tRNA, quindi non possono essere utilizzate 
per distinguere una forma dall'altra. Altre posizioni sono punti di 
riconoscimento per una (arancione) o più (blu) amminoacil-tRNA 
sintetasi. Altre caratteristiche strutturali diverse dalle sequenze 


Braccio D 


© 978-88-08-26148-9 


brano essere concentrate nello stelo dell’amminoacido e 
nell’ansa dell’anticodone, includendo i nucleotidi dello 
stesso anticodone, ma si localizzano anche in molti altri 
punti della molecola. La determinazione della struttura 
cristallina del complesso costituito da amminoacil-tRNA 
sintetasi, dal relativo tRNA e dall’ATP ha rappresentato 
un grande passo in avanti verso la conoscenza di queste 
interazioni (Figura 27.22). 

Nel riconoscimento di un tRNA da parte della sua spe- 
cifica amminoacil-tRNA sintetasi possono essere coinvol- 
ti dieci o più nucleotidi specifici. Soltanto in alcuni casi il 
meccanismo di riconoscimento risulta semplice. In tutti 
gli organismi, dai batteri all'uomo, il principale determi- 
nante del riconoscimento di un tRNA da parte delle Ala- 
tRNA sintetasi è un’unica coppia di basi G=U nello stelo 
accettore dell’amminoacido del tRNA" (Figura 27.23a). 
Un piccolo RNA sintetico, con appena sette coppie di ba- 
si disposte in una semplice minielica a forcina, viene effi- 
cientemente amminoacilato dall’ Ala-tRNA sintetasi, purché 
PRNA contenga questo appaiamento G=U essenziale (Fi- 
gura 27.23b). Questo processo relativamente semplice vali- 
do per l’alanina potrebbe essere un residuo dell'evoluzione 
di un periodo in cui gli oligonucleotidi di RNA, antenati dei 
tRNA, venivano amminoacilati mediante un sistema primi- 
tivo di sintesi proteica. 

L'interazione delle amminoacil-tRNA sintetasi con i 
tRNA substrati è essenziale per un’accurata lettura del 
codice genetico. Ogni espansione del codice che inclu- 


Braccio TyC 


Braccio accettore 
dell’amminoacido 


Anticodone 


sono importanti per il riconoscimento da parte di alcune sintetasi. 
(b) (PDB ID 1EHZ) Le stesse caratteristiche strutturali sono mostrate 
in un modello tridimensionale, con i residui in arancione e in blu che 
rappresentano le posizioni riconosciute da una o più amminoacil- 
tRNA sintetasi. 
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Figura 27.22 Amminoacil-tRNA sintetasi. Entrambe le sintetasi 
raffigurate formano un complesso con i corrispondenti tRNA (in 
verde). L'ATP legato (in rosso) occupa esattamente il sito attivo vicino 
all'estremità del braccio dell'amminoacido. (a) La GIn-tRNA sintetasi 


desse nuovi amminoacidi comporterebbe necessariamen- 
te una nuova coppia tRNA sintetasi:tRNA. In realtà, una 
limitata espansione del codice è stata osservata in natu- 
ra; un’espansione più estesa è stata realizzata in labora- 
torio (Box 27.3). 


Figura 27.23 Elementi strutturali del 
tRNA”", necessari per il riconoscimento 
da parte dell’Ala-tRNA sintetasi. 

(a) Gli elementi strutturali del RNA" 
riconosciuti dall'Ala-tRNA sintetasi sono 
insolitamente semplici. Una singola coppia 
di basi G=U (in rosa) è l'unico elemento 
necessario per la specificità di legame e per 
l'amminoacilazione. (b) Una corta minielica 
sintetica di RNA, che contiene l'appaiamento 
cruciale G=U ma è priva della maggior 
parte della restante struttura del tRNA, viene 
amminoacilata specificamente con l'alanina 
con la stessa efficienza con cui lo è il RNA" 
completo. 


di E. coli, una tipica sintetasi monomerica della classe | (PDB ID 1QRT). 
(b) L'Asp-tRNA sintetasi di lievito, una tipica sintetasi dimerica della 
classe Il (PDB ID 1ASZ). 
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66 7\ Nucleotidi 
13 eliminati 
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Box 27.3 Espansione naturale e artificiale del codice genetico 


Abbiamo visto che i 20 amminoacidi che comunemente 
si trovano nelle proteine hanno una limitata funzionalità 
dal punto di vista chimico. Per questo i sistemi viventi 
utilizzano cofattori enzimatici, o modificano particolari 
amminoacidi dopo l’incorporazione nelle proteine. In 
linea di principio, l'espansione del codice genetico per in- 
trodurre nuovi amminoacidi è un mezzo per aggiungere 
nuove funzioni alle proteine, ma è una via molto difficile 
da seguire. Infatti questa via potrebbe causare l’inattiva- 
zione di migliaia di proteine presenti nella cellula. 


L’espansione del codice genetico per aggiungere nuovi 
amminoacidi nelle proteine richiede numerosi cambia- 
menti a livello cellulare. Deve essere sintetizzata una 
nuova amminoacil-tRNA sintetasi, insieme al corrispon- 
dente tRNA. Ambedue questi componenti devono essere 
altamente specifici, e interagire tra loro e col nuovo am- 
minoacido. Inoltre devono essere presenti concentrazioni 
abbastanza elevate del nuovo amminoacido nella cellula, 
il che comporta l’evoluzione di nuove vie metaboliche. 
Come si è visto nel Box 27.1, l’anticodone sul tRNA si 

> (segue) 
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appaierebbe molto probabilmente con un codone che 
normalmente specifica la terminazione. Che tutto questo 
avvenga veramente parrebbe assai improbabile, invece è 
avvenuto sia nella cellula, sia in laboratorio. 

In realtà sono 22, non 20, gli amminoacidi specificati 
dal codice genetico. I due in più sono la selenocisteina 
e la pirrolisina. Si trovano solo in poche proteine, ma ci 
permettono di penetrare per un po’ nei meandri dell’e- 
voluzione. 


COO7 COO7 
+ | + 
H3N- pH H3gN_ i 
i i 
SeH CHy 
Selenocisteina ct 
pe 
poi 
C 
2 
o 
N= 
Pirrolisina 


Solo poche proteine in tutte le cellule (come la formiato 
deidrogenasi dei batteri e la glutatione perossidasi dei 
mammiferi) richiedono la selenocisteina per la loro at- 
tività. In E. colila selenocisteina è introdotta nell’enzima 
formiato deidrogenasi durante la traduzione, in risposta a 
un codice UGA posto all’interno dell'mRNA. Uno speciale 
tipo di Ser-tRNA, presente a concentrazioni inferiori ri- 
spetto all’altro Ser-tRNA, riconosce l’UGA e nessun altro 
codone. Questo tRNA si lega alla serina per azione della 
normale serina amminoacil-tRNA sintetasi, e la serina 
viene enzimaticamente convertita in selenocisteina da 
uno specifico enzima, prima di essere utilizzata dai ri- 
bosomi. Il tRNA carico non riconosce ogni codone UGA; 
segnali non ancora identificati assicurano che questo 
tRNA riconosca solo i pochi codoni UGA all’interno di 
certi geni che specificano la selenocisteina. Quindi ’UGA 
ha una doppia funzione, poiché funge sia da codone per 
la terminazione, sia, occasionalmente, per la selenoci- 
steina. Questa particolare espansione del codice si basa 
sull'esistenza di uno specifico tRNA, come si è già detto, 
ma è priva della corrispettiva amminoacil-tRNA sintetasi. 
Il processo è valido per la selenocisteina, ma si potrebbe 
pensare che sia un passaggio intermedio del processo 
evolutivo verso la definizione di un nuovo codone. 

La pirrolisina si trova in un gruppo di archea anaerobici, 
chiamati metanogeni (vedi il Box 22.1). Durante il loro 
metabolismo, questi organismi producono metano. Il 
gruppo delle Methanosarcinaceae utilizza le metilam- 
mine come substrati per la metanogenesi. La produzione 
del metano dalle monometilammine richiede l'enzima 
monometilammina metiltrasferasi. Il gene che codifica 
questo enzima possiede un codone UAG di terminazione 
all’interno del corrispondente mRNA. La struttura della 
metiltrasferasi è stata definita nel 2002 e ha messo in luce 
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la presenza di un nuovo amminoacido, la pirrolisina, in 
una posizione specificata dal codone UAG. Esperimenti 
successivi hanno dimostrato che, contrariamente alla 
selenocisteina, la pirrolisina si lega direttamente a uno 
specifico tRNA per azione di una corrispondente pirro- 
lisi-tRNA sintetasi. Queste cellule producono pirrolisina 
tramite una via metabolica ancora sconosciuta. L'intero 
sistema ha tutte le caratteristiche di un nuovo codone, 
anche se è valido solo per il codone UAG in questo parti- 
colare gene. Come nel caso della selenocisteina, vi sono 
probabilmente segnali contestuali che dirigono questo 
tRNA al codone UAG giusto. 

È possibile dare una spiegazione a questi eventi evolutivi? 
La modificazione dei differenti gruppi funzionali delle 
proteine può gettare luce sui meccanismi responsabili 
dell’attività e/o della struttura delle proteine. Tuttavia 
la modificazione delle proteine è un processo molto la- 
borioso. Per esempio, volendo legare un nuovo gruppo a 
una particolare cisteina, occorre prima bloccare gli altri 
residui di cisteina eventualmente presenti nella stessa 
proteina. Invece, potendo adattare il codice genetico in 
modo tale da permettere alla cellula di inserire un ammi- 
noacido modificato in un particolare sito della proteina, 
il processo sarebbe molto più semplice. Peter Schultz e 
collaboratori lo hanno fatto. 

Per realizzare l'assegnazione di un nuovo codone occorre 
una nuova amminoacil-tRNA sintetasi e un nuovo tRNA, 
ambedue adattati a interagire con il nuovo amminoacido. 
I primi tentativi di creare un'espansione “innaturale” del 
codice genetico furono effettuati utilizzando E. coli. Il co- 
done UAG è stato scelto come il più adatto per codificare 
un nuovo amminoacido. EUAG è il meno utilizzato dei 
tre codoni di terminazione, e i ceppi di E. coli selezionati 
perché possiedono tRNA che riconoscono UAG (vedi il 
Box 274) crescono normalmente. Per creare una nuova 
tRNA sintetasi e un nuovo tRNA, i geni per il tirosil-tRNA 
e per la corrispondente tirosil-tRNA sintetasi furono ot- 
tenuti dall’archaeobatterio Methanococcus jannaschii 
(MjtRNA!" e MjTyrRS). PMjTyrRS non si lega all’ansa 
contenente l’anticodone dell’Mjt(RNA®, permettendo 
così la trasformazione dell’anticodone in CUA (comple- 
mentare a UAG) senza modificare l'interazione. Poiché 
i sistemi degli archea e dei batteri sono ortologhi, è stato 
possibile trasferire i componenti degli archea in E. coli, 
senza alterare il sistema intrinseco di traduzione delle 
cellule. 

Per prima cosa, fu necessario modificare il gene codifi- 
cante MjtRNA!, per generare un tRNA ideale, cioè un 
tRNA che non venisse riconosciuto da nessuna ammino- 
acil-tRNA sintetasi endogena di E. coli, ma fosse ammino- 
acilato da MjTyrRS. Trovare una tale variante fu possibile 
per mezzo di una serie di cicli di selezione negativa e po- 
sitiva progettati per selezionare tra varianti del gene del 
tRNA (Figura 1). Parti della sequenza MjtRNA!®" vennero 
randomizzate in modo da creare una libreria di cellule, 
ciascuna delle quali esprimeva una versione differente 
del tRNA. Un gene codificante la barnasi (una ribonucle- 
asi tossica per E. coli) venne ingegnerizzato in modo che il 
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tRNA 


& <» Espressione 


Gene MjtRNATYr 


Variazione della sequenza 

di MjtRNAY" in 11 posizioni, 
trasformazione delle cellule per 
creare una libreria. 


Aggiunta del plasmide che codifica 
il gene barnasi ingegnerizzato. 


Cras® 


Gene barnasi 


Libreria 
dt fsb dt i dt bid 2 i dt bi dt <® 
Selezione 
negativa 
> ti 
Le cellule che contengono varianti MjtRNATYr 
amminoacilate da tRNA sintetasi endogene muoiono. Rimozione 
Quelle che sopravvivono possiedono varianti del plasmide 
MjtRNAy" che non vengono amminoacilate. Meme, 
Gene MjTyrRS 
7 = Aggiunta del 
plasmide che 
codifica 
MjTyrRS e del 
gene per la 
B-lattamasi 
Ces ingegnerizzato. 
Gene per la B-lattamasi 
“n Lai 
da dt be dl dt dt 
Crescita in un mezzo Selezione 
contenente ampicillina. positiva 
eni 


Le cellule crescono solo se contengono varianti 
MjtRNATY amminoacilate da MjTyrRS. 


Figura 1 Selezione di varianti MjtRNA”' che funzionano solo con 
la tirosil-tRNA sintetasi M/TyrRS. La sequenza del gene che codifica 
MjtRNA”", su un plasmide, viene randomizzata in 11 posizioni 

che non interagiscono con MjTyrRS (zone in rosso). 1 plasmidi 
mutagenizzati vengono introdotti in £. coli al fine di creare una 
libreria di milioni di varianti MjtRNA”, rappresentata dalle sei 
cellule mostrate nella figura. Il gene tossico barnasi, ingegnerizzato 
per includere la sequenza TAG in modo che il trascritto comprenda 
i codoni UAG, viene fornito su un secondo plasmide, permettendo 
una selezione negativa. Se questo gene viene espresso, le cellule 
muoiono. Il gene può essere espresso solo se la variante MjtRNA"" 
espressa da una particolare cellula viene amminoacilata dalle 


amminoacil-tRNA sintetasi endogene (E. coli), inserendo un 
amminoacido, invece di terminare la traduzione. Un altro gene, che 
codifica la B-lattamasi, anch'esso ingegnerizzato con sequenze TAG 
per produrre codoni di terminazione UAG, viene fornito da un altro 
plasmide, che esprime anche il gene che codifica MjTyrRS. Questo 
funge da sistema di selezione positiva per le rimanenti varianti 
MjtRNA"". Quelle varianti che vengono amminoacilate da MjTyrRS 
permettono l'espressione del gene della B-lattamasi, che consente 
alle cellule di crescere in presenza di ampicillina. Cicli multipli 

di selezione negativa e positiva forniscono le migliori varianti 
MjtRNA”" che vengono amminoacilate esclusivamente da M/TyrRS, 
e utilizzate efficientemente nella traduzione. 
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suo mRNA trascritto contenesse alcuni codoni UAG, e il 
gene fu introdotto nelle cellule per mezzo di un plasmide. 
Se la variante MjtRNA®" espressa in una particolare 
cellula della libreria fosse stata amminoacilata da una 
amminoacil-tRNA sintetasi endogena, avrebbe espresso il 
gene per la barnasi, e la cellula sarebbe morta (selezione 
negativa). Le cellule sopravvissute avrebbero dovuto 
contenere varianti di tRNA che non venivano acetilate 
dalle amminoacil-tRNA sintetasi endogene, ma potevano 
potenzialmente essere amminoacilate dalla MjTyrRS. 
Fu quindi effettuata una selezione positiva (Figura 1) 
ingegnerizzando il gene per la B-lattamasi (che conferisce 
resistenza all’antibiotico ampicillina), in modo che il suo 
trascritto contenesse diversi codoni UAG, e introducendo 
questo gene nelle cellule, insieme al gene per MjTyrRS. 
Quelle varianti MjtRNA!" che vennero amminoacilate 
da MjTyrRS permettevano la crescita in ampicillina solo 
quando anche MjTyrRS veniva espressa nella cellula. 
Diversi cicli di questo schema di selezione negativa e 
positiva portarono all’identificazione di una nuova va- 
riante di MjtRNA!" che non veniva acilata dagli enzimi 
endogeni, ma veniva acilata da MjTyrRS e funzionava 
correttamente nella traduzione. 

In secondo luogo, la MjTyrRS fu modificata perché po- 
tesse riconoscere il nuovo amminoacido. Il gene che codi- 


COO7 COO7 COO7 
+ + + 
H;N— CH HNT CH HjNT CH 
CH, CH, CH, 
Cc=0 N C_N 
wr 
CH; N* 2 
[ e 
I 
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Figura 2 Amminoacidi non presenti in natura che sono stati 
aggiunti al codice genetico. Questi amminoacidi non naturali 
aggiungono specifici gruppi chimici reattivi, come (a) un chetone; 
(b) uno ione azide; (c) un legame crociato dipendente dalla luce 
(un gruppo funzionale che forma un legame covalente con un 


e Fase2:unospecifico amminoacido 
dà inizio alla sintesi proteica 

La sintesi delle proteine inizia dall’estremità amminica e 
procede per aggiunta successiva degli amminoacidi all’e- 
stremità carbossilica del peptide in via di crescita, come 
dimostrato da Howard Dintzis nel 1961 (Figura 27.24). Il 
codone di inizio AUG specifica il residuo di metionina am- 
minoterminale. Anche se la metionina ha un solo codone, 
(5')AUG, tutti gli organismi hanno due tRNA per la metio- 
nina. Uno viene usato esclusivamente quando (5’)AUG è 


fica MjTyrRS è stato mutagenizzato, per creare un’ampia 
libreria di varianti. Le varianti che amminoacilavano la 
nuova variante MjtRNA®" con amminoacidi endogeni 
vennero eliminate. Venne effettuata una seconda sele- 
zione positiva (simile alla selezione da ampicillina di cui 
sopra) in modo che le cellule sopravvivessero solo se la 
variante MitRNA” veniva acilata in presenza dell’ammi- 
noacido non naturale. Diversi cicli di selezione negativa 
e positiva generarono una coppia tRNA sintetasi-tRNA 
affine che riconosceva solo l’amminoacido non natu- 
rale. Questi componenti sono stati rinominati in modo 
da specificare l’uso nella selezione di un amminoacido 
non presente in natura. 

Utilizzando questo procedimento sono stati costruiti 
molti ceppi di E. coli, ciascuno in grado di incorporare 
uno specifico amminoacido non presente in natura in 
una proteina, in risposta a un codone UAG. Lo stesso 
procedimento è stato seguito per espandere artificial- 
mente il codice genetico del lievito e perfino di cellule 
di mammifero. Oggi è possibile introdurre fino a 30 
amminoacidi diversi (Figura 2) con elevata efficienza 
ein modo sito-specifico in proteine clonate con questa 
tecnica nuova e flessibile; ciò ci permetterà di appro- 
fondire lo studio della struttura e della funzione delle 
proteine. 


COO7 COO7 COO7 
+ + | + 

H3N- TE H3gN — i HsN — CH 
ia CH, CHy 
CHy CHy 
7 CH, 
CH; 
o Von Br 2 

SH 
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gruppo vicino, quando attivato dalla luce); (d) un amminoacido 
altamente fluorescente; (e) un amminoacido con un atomo 
pesante (Br) che può essere utilizzato per studi cristallografici; (f) 
un analogo della cisteina con una lunga catena carboniosa che può 
formare ponti disolfuro molto estesi. 


il codone di inizio per la sintesi delle proteine. L'altro vie- 
ne usato per codificare un residuo di Met in una posizio- 
ne interna del polipeptide. 

La distinzione tra il codone (5) AUG di inizio e quel- 
lo interno è netta. Nei batteri, i due tipi di tRNA specifici 
per la metionina sono chiamati tRNAM® e tRNAÎM°, Pam- 
minoacido incorporato in risposta al codone di inizio (5‘) 
AUG è IN-formilmetionina (fMet). Esso giunge al ribo- 
soma come N-formilmetionil-tRNAÎM° (fMet-tRNAÎM*), 
che si forma attraverso due successive reazioni. Nella pri- 
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Direzione di crescita della catena 


Terminazione amminica Terminazione carbossilica 


4 min (esi 

7 min eso 

16 min VET 

60 min [I 
Numero di residui 


Figura 27.24 Dimostrazione che le catene polipeptidiche 
crescono per aggiunta progressiva di nuovi residui 
amminoacidici all'estremità carbossiterminale: l'esperimento di 
Dintzis. | reticolociti (globuli rossi immaturi) in fase di sintesi attiva 
di emoglobina sono stati incubati con leucina radioattiva (scelta in 
quanto presente sia nelle catene a sia nelle catene f} della globina). 
Campioni di catene a completamente sintetizzate sono stati poi 
isolati dai reticolociti in tempi successivi dopo l'aggiunta di leucina 
radioattiva, ed è stata determinata la distribuzione della radioattività. 
Le zone in rosso scuro indicano le porzioni della catena di a-globina 
contenenti residui Leu radioattivi. Dopo 4 minuti, soltanto alcuni 
residui all'estremità carbossiterminale dell'a-globina sono marcati, 
perché le uniche catene di globina complete contenenti il marcatore 
dopo 4 minuti sono quelle la cui sintesi era quasi terminata al 
momento dell'aggiunta del marcatore. A tempi di incubazione più 
lunghi, altri segmenti della catena polipeptidica contengono i residui 
marcati, però sempre nella regione carbossiterminale. La porzione 
del polipeptide non marcata (l'estremità amminoterminale) può 
quindi essere definita come il sito di inizio della sintesi di una catena 
polipeptidica che si allunga per successive aggiunte di amminoacidi 
all'estremità carbossilica. 


ma la metionina si lega al tRNA!Î"® per mezzo della Met- 
tRNA sintetasi (che in E. coli amminoacila sia il tRNAÎM®, 
sia il tRNAM®): 


Metionina + tRNAÎM° + ATP > Met-tRNAÎM + AMP + PP, 


Nella seconda una transformilasi trasferisce un gruppo 
formilico dall’ N'°_formiltetraidrofolato al gruppo ammi- 
nico del residuo Met: 


N!°-Formiltetraidrofolato + Met-tRNA!M! » 
tetraidrofolato + fMet-tRNAÎM® 


La transformilasi è più selettiva della Met-tRNA sintetasi; 
è specifica per i residui di Met legati al tRNAÎM®, probabil- 
mente perché riconosce qualche struttura particolare di 
quel tRNA. Per contro, il Met-tRNAM® inserisce la metio- 
nina nelle parti interne dei polipeptidi. 
do 
H_- RI 


| 
O CHy 


CH 
N-Formilmetionina 
Laggiunta del gruppo N-formilico al gruppo ammini- 
co della metionina da parte della transformilasi impedi- 
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sce che la fMet venga inserita all’interno dei polipeptidi, 
e allo stesso tempo permette all'fMet-tRNAÎM® di legarsi 
a uno specifico sito di inizio ribosomiale, che non accetta 
né il Met-tRNAM®, né qualunque altro amminoacil-tRNA. 

Nelle cellule eucariotiche, tutti i polipeptidi sintetizza- 
ti dai ribosomi citosolici iniziano con un residuo Met (in- 
vece che fMet), ma ancora una volta le cellule utilizzano 
uno speciale tRNA di inizio diverso dal tRNA"“' utilizzato 
dai codoni (5’) AUG nelle posizioni interne dell'mRNA. I 
polipeptidi sintetizzati dai ribosomi dei mitocondri e dei 
cloroplasti, però, iniziano con l’N-formilmetionina. Ciò è in 
accordo con la teoria che i mitocondri e i cloroplasti deri- 
vano da batteri primitivi che sono stati incorporati simbio- 
ticamente nei precursori delle cellule eucariotiche duran- 
te uno stadio iniziale dell'evoluzione (vedi la Figura 1.38). 

Come può il singolo codone (5’) AUG determinare se 
deve essere inserita una N-formilmetionina (o metionina, 
negli eucarioti) di inizio o un residuo Met interno? La ri- 
sposta sarà fornita dall’esame dettagliato del processo di 
inizio. 


Le tre tappe di inizio della sintesi proteica L’inizio 
della sintesi proteica nei batteri richiede: (1) la subuni- 
tà ribosomiale 30S, (2) mRNA che codifica il polipeptide 
che deve essere sintetizzato, (3) l’fMet-tRNAÎM® di inizio, 
(4) un gruppo di tre proteine chiamate fattori di inizio (IF-1, 
IF-2 e IF-3), (5) GTP (6) la subunità ribosomiale 50S e 
(7) Mg?*. La formazione del complesso di inizio avviene 
in tre tappe (Figura 27.25). 

Nella tappa © la subunità ribosomiale 30S si lega ai 
due fattori di inizio IF-1 e IF-3. Il fattore IF-3 impedisce 
l'assemblaggio prematuro delle subunità 305 e 505. A que- 
sto punto ha luogo il legame dell’mRNA alla subunità 305. 
Il codone di inizio (5’) AUG viene diretto verso la sua cor- 
retta posizione da un segnale di inizio presente sull'mRNA 
chiamato sequenza di Shine-Dalgarno (nome derivato 
dai ricercatori australiani John Shine e Lynn Dalgarno 
che l'hanno identificata). Questa sequenza consenso è un 
segnale di inizio costituito da 4-9 residui purinici situato 
8-13 coppie di basi prima del codone di inizio, in direzione 
5’ (Figura 27.26a). La sequenza di Shine-Dalgarno viene ri- 
conosciuta da una sequenza complementare ricca di piri- 
midine vicino all’estremità 3’ dell’rRNA 16S della subunità 
30S, con la quale si appaia (Figura 27.26b). Questa intera- 
zione mRNA-rRNA immobilizza I'mRNA in modo che (5') 
AUG sia posizionato correttamente sulla subunità 30S per 
l’inizio della traduzione. Lo specifico codone (5’)AUG al 
quale si deve legare l'fMet-tRNA!® viene così individua- 
to rispetto ai codoni delle metionine interne grazie alla 
sua vicinanza alla sequenza di Shine-Dalgarno sull’mRNA. 

I ribosomi batterici hanno tre siti che legano i tRNA: 
il sito amminoacilico o sito A, il sito peptidilico o si- 
to Pe il sito di uscita E. I siti A e P legano gli amminoa- 
cil-tRNA, mentre il sito E si lega solo ai tRNA scarichi che 
hanno svolto la loro funzione sul ribosoma. Sia la subuni- 
tà 30S che la subunità 50S contribuiscono alle caratteristi- 
che dei siti A e P, mentre il sito E è in gran parte confinato 
sulla subunità 50S. Il codone di inizio (5’) AUG si posizio- 
na nel sito P, l’unico sito a cui si lega fMet-tRNA!M® (Figu- 
ra 27.25). fMet-tRNAÎM° è unico amminoacil-tRNA che si 
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© Lasubunità 305 
si lega a IF-1 e 
IF-3, e poi 
all'mRNA. 


mRNA 


Sequenza 
di Shine-Dalgarno 


LIF-2-GTP si lega 
alla subunità 30S 

e sequestra 
I’fMet-tRNAÎM©! che 
forma delle coppie 
di basi con il codone 
di inizio. 


3! 


Subunità 
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N 
IF-1/ +\ IF-2} + .1F-3 


(3) La subunità 50S si associa, 
IF-2 idrolizza il GTP e IF-1, 
IF-2 e IF-3 si dissociano, 
abbandonando il complesso 
di inizio. 


Complesso 
di inizio 


3! 


Figura 27.25 Formazione del complesso di inizio nei batteri. 

Il complesso si forma in tre tappe (descritte nel testo) a spese 
dell'idrolisi di GTP a GDP e P;. IF-1, IF-2 e IF-3 sono fattori di inizio; 

P indica il sito peptidilico, A il sito amminoacilico ed E il sito di uscita. 
In questa figura l'anticodone presente sul tRNA è orientato da 3‘a 

55 da sinistra a destra, come nella Figura 27.8, ma con orientamento 
opposto rispetto alle Figure 27.21 e 27.23. 
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lega prima al sito P; durante la successiva fase di allunga- 
mento, tutti gli altri amminoacil-tRNA entranti (compreso 
il Met-tRNAM® che si lega ai codoni AUG interni) si legano 
dapprima al sito A, e solo successivamente ai siti P ed E. Il 
sito E è il sito dal quale escono i tRNA “scarichi” durante 
l'allungamento. Il fattore IF-1 si lega al sito A e impedisce 
il legame del tRNA in questo sito durante la fase di inizio. 

Nella tappa @ del processo di inizio (Figura 27.25) 
il complesso costituito dalle subunità 30S, da IF-3 e da 
mRNA forma ora un complesso ancora più grande legan- 
do IF-2, che già è legato al GTP, e fMet-tRNAf°' di inizio. 
In questo passaggio l’anticodone di questo tRNA si appaia 
correttamente al codone di inizio sull'mRNA. 

Nella tappa ® questo voluminoso complesso si combi- 
na con la subunità ribosomiale 50S; simultaneamente, la 
molecola di GTP legata a IF-2 viene idrolizzata a GDP e P; 
che vengono rilasciati dal complesso. A questo punto tutti 
e tre i fattori di inizio si staccano dal ribosoma. 

Il completamento delle tappe riportate nella Figura 
27.25 produce un ribosoma funzionale 70S chiamato com- 
plesso di inizio, che contiene IImRNA e l'fMet-tRNAÎM® 
di inizio. Il corretto legame dell'fMet-tRNAÎM al sito P del 
complesso di inizio 70S è assicurato dalla presenza di al- 
meno tre punti di riconoscimento e di attacco: l’interazio- 
ne codone-anticodone, che interessa V’AUG di inizio fissato 
nel sito P; l'interazione tra la sequenza di Shine-Dalgarno 
presente sull’mRNA e l’rRNA 16S; l’interazione di legame 
tra il sito P del ribosoma e l'fMet-tRNAÎM®, Il complesso di 
inizio è ora pronto per la fase di allungamento. 


L'inizio nelle cellule eucariotiche La traduzione negli 
eucarioti generalmente è simile alla traduzione nelle cel- 
lule batteriche; le differenze più significative compaiono 
nel numero dei componenti e nei dettagli dei meccanismi. 
Il processo di inizio degli eucarioti è descritto nella Figura 
27.27. Gli mRNA eucariotici sono legati al ribosoma e for- 
mano un complesso con un numero di proteine specifiche. 
Le cellule eucariotiche hanno almeno 12 fattori di inizio. I 
fattori di inizio eIF1A ed elF3 sono gli omologhi funzionali 
degli IF-1 e IF-3 batterici, e si legano alla subunità 40S nella 
tappa © bloccando, rispettivamente, il legame del tRNA al 
sito A e la prematura associazione delle subunità maggio- 
re e minore del ribosoma. Il fattore eIF1 si lega al sito E. Il 
tRNA iniziatore carico viene legato dal fattore di inizio eIF2 
che ha legato anche un GTP Nella tappa @ questo comples- 
so ternario si lega alla subunità ribosomiale 40S insieme ad 
altre due proteine che saranno coinvolte nelle tappe succes- 
sive, eIF5 (non mostrato nella Figura 27.27) ed eIF5B. Tut- 
to ciò forma il complesso di preinizio 43S. EMRNA si lega al 
complesso eIF4F che, nella tappa @, media la sua associa- 
zione con il complesso di preinizio 43S. Il complesso eIF4F 
è costituito da eIF4E (che si lega al cappuccio 5’), da eIF4A 
(un’ATPasi e RNA elicasi) e da eIF4G (una proteina di col- 
legamento). La proteina eIF4G si lega anche alla proteina 
di legame del poli(A) (PABP) all'estremità 3’ dell'mRNA, 
rendendo l’mRNA circolare (Figura 27.28) e facilitando la 
regolazione della traduzione dell’espressione genica con un 
meccanismo che descriveremo nel Capitolo 28. 

L'aggiunta dell'mRNA e dei fattori a esso associati crea 
un complesso 485. Questo complesso scansiona lmRNA 
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(a) trpA di E coli (5) A G Cc A cl GU A AA ucuclMMUllec i AcccuAaC(6) 
araB di E. coi = U U U G G A UMMeMaGiIu caaflanccolilleiccciuvuaca 
lacI di E. coi = CA AU U c A clemamnaicluic A 1 ufeliiGiA AACCAGUA 
Proteina A del fago dX174 AA U CU Ue C UvuuUuuUbeeee  uuccuucu 
cro del fago \ AU G U A_C MR] uc MMG G AAC AACGOC 
L 7 J LA 
Sequenza di Shine-Dalgarno Codone di inizio che si accoppia 
che si accoppia con rRNA 16S con fMet-tRNAfMet 
(6) | 
mRNA 3' 
procariotico a) pe G 
donna Estremità 3 hi s 
sequenza dell’rRNA 16S Ù n 
consenso 
del tipo 'FRRLERI: 
Shine-Dalgarno (59)G A U U C CU [i du UGA Cc cube cacio Ret an 
Figura 27.26 Sequenze di mRNA che funzionano da segnali di insolito della proteina Lacl di E. coli, che inizia con un codone GUG 
inizio per la sintesi proteica nei batteri. (a) L’allineamento dell'AUG (Val) (vedi il Box 27.1). In E. coli AUG è il codone di inizio in circa il 91% 
di inizio (ombreggiato in verde) nella sua posizione corretta sulla dei geni, mentre GUG (7%) e UUG (2%) assumono il ruolo di codoni 
subunità ribosomiale 30S dipende in parte dalla presenza in posizione di inizio molto più raramente. (b) Le sequenze di Shine-Dalgarno si 
5° di sequenze di Shine-Dalgarno (ombreggiate in arancione). Sono appaiano con una sequenza vicina all'estremità 3' dell'rRNA 16S. 


riportati tratti degli mRNA di cinque geni procariotici. Si noti il caso 


Subunità 
60S 


80S 


Anticodone 


- GTP 


Complesso 
di preinizio 
435 


Figura 27.27 Inizio della sintesi delle proteine negli eucarioti. 5'mostrato in rosso). Il complesso di inizio finale si forma dopo 
Le cinque tappe sono descritte nel testo. | fattori di inizio eucariotici l'associazione della subunità 60S e contemporaneamente sono 
mediano l'associazione del tRNA di inizio carico, formando il rilasciati molti dei fattori di inizio. 

complesso 435; successivamente si lega l'mRNA (con il cappuccio 
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Regione 3’ non tradotta 
(UTR) 


Proteina di legame 
del poli(A) (PABP) 
3// 


Cappuccio 5’ 


eIF4E | eIF4G 
eIF4F cIF4A 


AUG 


Figura 27.28 Struttura circolare dell'mRNA nel complesso di 
inizio negli eucarioti. Le estremità 3'e 5'degli mRNA eucariotici sono 
legate da un complesso di proteine che comprende diversi fattori 

di inizio e la proteina che lega la coda poli(A) (PABP) all'estremità 

3' dell'mRNA. La proteina elF4G si lega a elF3, unendo I'mRNA che 
assume una struttura circolare alla subunità 40S del ribosoma. 


legato, partendo dal cappuccio 5’ fino a che non incontra 
un codone AUG. Il processo di scansione (tappa © nella 
Figura 27.27) può essere favorito dall’attività dell'RNA eli- 
casi di eIF4A e da un altro fattore legato (cIF4B, non mo- 
strato nella Figura 27.27) la cui esatta attività molecolare 
non è ancora stata compresa. 

Una volta incontrato il sito di inizio AUG, la subuni- 
tà ribosomiale 60S si associa al complesso nella tappa @, 
processo accompagnato dal rilascio di molti dei fattori di 
inizio. Tutto ciò necessita dell’attività di eIF5 e di eIF5B. 
La proteina eIF5 promuove l’attività GTPasica di eIF2, pro- 
ducendo un complesso eIF2-GDP a ridotta affinità per il 
tRNA di inizio. La proteina eIF5B è omologa alla IF-2 bat- 
terica e idrolizza il GTP a essa legato inducendo la disso- 
ciazione del complesso eIF2-GDP e di altri fattori di inizio, 
cui segue da vicino l'associazione della subunità 60S. Ciò 
completa la formazione del complesso di inizio. 

Le funzioni dei vari fattori di inizio batterici ed euca- 
riotici sono riassunte nella Tabella 27.8. Il loro meccani- 
smo d’azione rimane un’area di ricerca estremamente im- 
portante. 


e Fase3:ilegami peptidici si formano durante la fase 
di allungamento 

Il terzo stadio della sintesi delle proteine è l’allungamen- 
to. Ancora una volta, inizieremo la nostra analisi parten- 
do dai batteri. L’allungamento richiede (1) il complesso 
di inizio descritto sopra, (2) gli amminoacil-tRNA, e (3) 
un gruppo di tre proteine solubili, localizzate nel citosol, 
chiamate fattori di allungamento (EF-Tu, EF-Ts ed EF-G 
nei batteri) e (4) il GTP aggiunta di ogni amminoacido 
avviene mediante tre fasi, che vengono ripetute tante vol- 
te quanti sono i residui amminoacidici che devono esse- 
re aggiunti. 


Tappa di allungamento 1: legame dell’amminoacil- 
tRNA entrante Nella prima tappa del ciclo di allunga- 
mento (Figura 27.29), l’appropriato amminoacil-tRNA en- 
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M Tabella 27.8 Fattori proteici necessari per l’inizio della 
traduzione nei batteri e negli eucarioti 


Fattore Funzione 

Batteri 

IF-1 Impedisce il legame prematuro del tRNAÉM° al 
sito A 

IF-2 Facilita il legame dell'fMet-tRNA alla subunità 
ribosomiale 30S 

IF-3 Si lega alla subunità 30S; impedisce l'associazione 
precoce con la subunità 50S; aumenta la specificità 
del sito P per fMet-tRNAÎM! 

Eucarioti 

elF1 Si lega al sito E della subunità 40S; favorisce 
l'interazione tra il complesso ternario elF2-tRNA- 
GTP e la subunità 40S 

elF1A Omologo all’IF-1 batterico; impedisce il legame 
prematuro del tRNA al sito A 

elF2 È una GTPasi; facilita il legame del Met-tRNAM® 


alla subunità 40S 


eIF2B*, elF3 Primi fattori che si legano alla subunità 40S, 


facilitano i passaggi successivi 


eIF4A Attività RNA elicasica; rimuove la struttura 
secondaria nell’mRNA per permettere il legame 
alla subunità 40S; è parte del complesso eIF4F 

eIF4B Si lega all'mRNA); facilita la scansione dell'mRNA 
per localizzare il primo AUG 

eIF4E Si lega al cappuccio dell’mRNA all’estremità 5'; fa 
parte del complesso eIF4F 

eIF4F Complesso costituito da eIF4E, eIF4A e da eIF4G 

eIF4G Si lega a eIF4E e alle proteine che legano il poli(A) 
(PABP); fa parte del complesso eIF4F 

elF5* Induce la dissociazione di altri fattori di inizio dalla 
subunità 40S per permettere l'associazione della 
subunità 60S che forma il complesso di inizio 80S 

eIF5b GTPasi omologa all’IF-2 batterico; induce la 


dissociazione dei fattori di inizio prima che 
avvenga l'assemblaggio finale del ribosoma 


*Non mostrato nella Figura 27.27. 


trante si lega al complesso EF-Tu che a sua volta lega GTP Il 
complesso risultante amminoacil-tRNA-EF-Tu-GTP si lega 
al sito A del complesso di inizio 70S. Il GTP viene idroliz- 
zato, e un complesso EF-Tu-GDP viene rilasciato dal ribo- 
soma 70S. Il complesso EF-Tu-GTP si riforma tramite un 
processo in cui intervengono EF-Ts e il GTP. 


Tappa di allungamento 2: formazione del legame pep- 
tidico A questo punto si forma un legame peptidico tra 
due amminoacidi legati ai loro tRNA nei siti A e P del ribo- 
soma. Ciò avviene attraverso il trasferimento del residuo 
di inizio N-formilmetionina dal suo tRNA al gruppo am- 
minico del secondo amminoacido, che ora si trova nel sito 
A (Figura 27.30). Il gruppo a-amminico dell’amminoacido 
nel sito A agisce da nucleofilo, spiazzando il tRNA nel si- 
to P per formare il legame peptidico. Questa reazione for- 
ma un dipeptidil-tRNA nel sito A, mentre il tRNA!!“, ora 
“scarico” (deacilato), rimane legato al sito PItRNA passa- 
no in uno stato di legame “ibrido”, con elementi di ciascu- 
no di essi che occupano due siti differenti del ribosoma, 
come mostrato nella Figura 27.30. 


© 978-88-08-26148-9 


inizio 


mRNA 5’ 


Legame del secondo 
amminoacil-tRNA 

Secondo 
amminoacil- 
tRNA 
entrante 


Idrolisi del GTP 
e avvicinamento 


(7 GTP. 
Tu)-GDP+P; 


Figura 27.29 Prima fase dell’allungamento nei batteri: 
legame del secondo amminoacil-tRNA. Il secondo amminoacil- 
tRNA (AA) entra nel sito A del ribosoma legato a EF-Tu (indicato 
qui come Tu). Il legame del secondo amminoacil-tRNA al sito A del 
ribosoma è accompagnato dall'idrolisi del GTP a GDP e P;, seguita dal 
rilascio del complesso EF-Tu-GDP dal ribosoma. Il GDP legato viene 
liberato quando il complesso EF-Tu-GDP si lega a EF-Ts; il fattore 
EF-Ts viene a sua volta rilasciato quando un'altra molecola di GTP si 
lega a EF-Tu. Ciò permette il riciclaggio di EF-Tu, che è così pronto 
per ripetere il ciclo. L'avvicinamento coinvolge un cambiamento 
nella conformazione del secondo tRNA che porta la sua estremità 
amminoacilica all'interno del sito della peptidiltrasferasi. 
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L’attività enzimatica che catalizza la formazione del le- 
game peptidico è stata chiamata peptidil trasferasi. A 
lungo si è creduto che fosse intrinseca a una o più pro- 
teine della subunità maggiore del ribosoma; oggi sappia- 
mo che la reazione è catalizzata dall’rRNA 235. Si tratta 
dunque di un’attività catalitica da aggiungere al reperto- 
rio dei ribozimi. Questa scoperta ha notevoli implicazio- 
ni nello studio del processo evolutivo degli esseri viven- 
ti (vedi il Box 27.2). 


Tappa di allungamento 3: traslocazione Nella fase fi- 
nale del processo di allungamento, la traslocazione, il ri- 
bosoma si sposta per una lunghezza pari a un codone ver- 
so l'estremità 3’ dell'mRNA (Figura 27.31a). Questo movi- 
mento a sua volta sposta l’anticodone del dipeptidil-tRNA, 
che è ancora legato al secondo codone dell’mRNA, dal si- 
to A al sito Be sposta il tRNA deacilato dal sito P al sito E, 
da dove il tRNA viene rilasciato nel citosol. Il terzo codo- 
ne dell’mRNA ora viene a trovarsi nel sito A e il secondo 
nel sito P Questo spostamento del ribosoma lungo mRNA 
richiede EF-G (chiamato anche traslocasi) ed energia for- 
nita dall’idrolisi di un’altra molecola di GTP Una modifica- 
zione della conformazione tridimensionale dell’intero ri- 
bosoma produce il suo spostamento sull’mRNA. La strut- 
tura di EF-G riproduce la struttura del complesso EF-Tu- 
tRNA (Figura 27.31b), suggerendo che EF-G possa legarsi 
al sito A e spostare il peptidil-tRNA. 

Dopo la traslocazione il ribosoma, con il dipeptidil-tRNA 
e mRNA a esso legati, è ora pronto per un altro ciclo di 
allungamento che porta al legame del terzo residuo am- 
minoacidico. Questo processo segue la stessa modalità 
dell’aggiunta del secondo residuo (come mostrato nelle 
Figure 27.29-27.31). Per ciascun amminoacido corretta- 
mente aggiunto alla catena, due GTP vengono idrolizza- 
ti a GDP e P;, mentre il ribosoma si muove da un codone 
all’altro lungo mRNA verso l’estremità 3”. 

La catena polipeptidica resta sempre attaccata al tRNA 
dell’ultimo amminoacido che è stato inserito. Questa as- 
sociazione mantiene la connessione funzionale tra l’infor- 
mazione contenuta nell'mRNA e il polipeptide che ne è la 
traduzione. Nello stesso tempo, il legame estere tra questo 
tRNA e il terminale carbossilico del polipeptide in cresci- 
ta attiva tale gruppo carbossilico per l'attacco nucleofilico 
da parte dell’amminoacido entrante, e quindi per la for- 
mazione del nuovo legame peptidico (Figura 27.30). Men- 
tre il legame estere tra il polipeptide e il tRNA viene scis- 
so durante la formazione del legame peptidico, il legame 
tra il polipeptide e l'informazione contenuta sull'mRNA 
rimane, poiché ciascun amminoacido aggiunto è a sua vol- 
ta attaccato al suo tRNA. 

Il ciclo di allungamento negli eucarioti è molto simile 
a quello dei procarioti. Tre fattori di allungamento euca- 
riotici (chiamati eEFla, eEF1By ed eEF2) hanno funzio- 
ni analoghe a quelle dei fattori di allungamento batterici 
(EF-Tu, EF-Ts ed EF-G, rispettivamente). I ribosomi euca- 
riotici non hanno un sito E. I tRNA scarichi sono espulsi 
direttamente dal sito P. 


Il proofreading sul ribosoma L'attività GTPasica di EF-Tu 
durante la prima fase di allungamento nelle cellule batte- 
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Figura 27.30 Seconda fase dell’allungamento nei batteri: 
formazione del primo legame peptidico. La peptidil trasferasi 

che catalizza questa reazione è il ribozima RNA 23S. Il gruppo 
N-formilmetionilico viene trasferito sul gruppo amminico del secondo 
amminoacil-tRNA nel sito A, formando un dipeptidil-tRNA. In questo 
stadio entrambi i tRNA legati al ribosoma si spostano sulla subunità 


riche (Figura 27.29) fornisce un importante contributo alla 
velocità e alla fedeltà dell'intero processo biosintetico. En- 
trambi i complessi EF-Tu-GTP ed EF-Tu-GDP permango- 
no solo per alcuni millisecondi prima di dissociarsi. Questi 
intervalli di tempo vengono utilizzati per verificare le in- 
terazioni codone-anticodone, cioè per un’attività di proof- 
reading. Gli amminoacil-tRNA errati normalmente si dis- 
sociano dal sito A durante uno di questi periodi. Se invece 
di GTP viene usato il suo analogo guanosina 5'-0-(3-tio- 
trifosfato) (GTPyS), l’idrolisi avviene più lentamente, au- 
mentando così la fedeltà (poiché incrementa gli interval- 
li di tempo dedicati all’attività di proofreading), ma ridu- 
cendo la velocità della sintesi proteica. 


Guanosina 5'-0-(3-tiotrifosfato) O 
(GTPyS) N 
{LÌ 
O Pa 
__ 1 I I N N° NH, 
O-P_0O—-P_0—-P_0—CH, 


oH OH 


Tale processo (comprese le caratteristiche dell’appaia- 
mento codone-anticodone già descritte) si è via via ottimiz- 
zato durante l'evoluzione per arrivare a un compromes- 
so tra velocità e fedeltà. Aumentando la fedeltà, la veloci- 
tà potrebbe diminuire, mentre un aumento della velocità 
comprometterebbe probabilmente la fedeltà. Si noti che il 


Formazione del legame peptidico 
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3' 


505, assumendo uno stato di legame ibrido: il tRNA scarico si sposta 
in modo che le sue estremità 3’ e 5' siano nel sito E. Analogamente, le 
estremità 3' e 5'del peptidil-tRNA si spostano nel sito P. Gli anticodoni 
rimangono nei siti P e A. Si noti il coinvolgimento del gruppo 
ossidrilico 2'dell'adenosina 3'terminale come catalizzatore generale 
acido-base in questa reazione. 


meccanismo di proofreading sul ribosoma assicura soltan- 
to che sia avvenuto il corretto appaiamento codone-antico- 
done. L'identità degli amminoacidi attaccati ai vari tRNA 
non viene minimamente controllata sul ribosoma. Se un 
tRNA viene amminoacilato con un amminoacido sbagliato 
(come si può fare sperimentalmente), questo amminoaci- 
do sbagliato è efficientemente incorporato nella proteina 
in corrispondenza del codone che viene normalmente ri- 
conosciuto dal tRNA. 


© Fase4:laterminazione della sintesi proteica necessita 
di uno specifico segnale 

Pallungamento prosegue finché il ribosoma aggiunge l’ul- 
timo amminoacido codificato dall'mRNA. La terminazio- 
ne, la quarta fase della sintesi polipeptidica, è segnalata 
da uno dei tre codoni di terminazione dell’'mRNA (UAA, 
UAG, UGA), che fa immediatamente seguito al codone 
dell’ultimo amminoacido. Mutazioni presenti sull’antico- 
done del tRNA che consentono l’inserimento di un ammi- 
noacido al posto del codone di terminazione sono general- 
mente molto dannose per la cellula (Box 27.4). Nei batteri, 
quando un codone di terminazione occupa il sito A sul ri- 
bosoma, tre fattori di terminazione o fattori di rilascio, 
le proteine RF-1, RF-2 ed RF-3, provvedono a effettuare: 
(1) l’idrolisi del legame terminale del peptidil-tRNA; (2) il 
rilascio del polipeptide libero e dell’ultimo tRNA, ora sca- 
rico, dal sito P; (3) la dissociazione del ribosoma 70S nel- 
le sue subunità 30S e 505, rendendo così possibile l’inizio 
di un nuovo ciclo di sintesi polipeptidica (Figura 27.32). 
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(b) 


Figura 27.31 Terza fase dell’allungamento nei batteri: 
traslocazione. (a) Il ribosoma si sposta di un codone verso l'estremità 
3'dell’‘mRNA, usando l'energia fornita dall'idrolisi del GTP legato al 
fattore EF-G (traslocasi). Il dipeptidil-tRNA si trova ora nel sito P, e il 
sito A è libero per l’arrivo del terzo amminoacil-tRNA. Il tRNA scarico 
si dissocia dal sito E e il ciclo di allungamento ricomincia. (b) La 
struttura di EF-G è simile alla struttura di EF-Tu unito a un tRNA. A 
sinistra è mostrata la struttura di EF-Tu unito al tRNA (PDB ID 1B23); 
a destra è mostrata la struttura di EF-G unito al GDP (PDB ID 1DAR). 
La parte carbossiterminale di EF-G è simile alla struttura dell'ansa 
dell’anticodone del tRNA come forma e come distribuzione delle 
cariche. 


RF-1 riconosce i codoni di terminazione UAG e UAA, ed 
RF-2 riconosce UGA e UAA. RF-1 o RF-2 (a seconda di qua- 
le codone è presente) si lega a un codone di terminazio- 
ne e induce la peptidil trasferasi a trasferire la catena po- 
lipeptidica a una molecola d’acqua invece che a un altro 
amminoacido. Questi fattori di rilascio contengono domini 
la cui funzione sembra essere quella di riprodurre la strut- 
tura del tRNA, come si è visto per il fattore di allungamen- 
to EF-G nella Figura 27.31b. La funzione specifica di RF-3 
non è stata ancora chiarita con certezza, sebbene si pensi 
che sia coinvolto nel rilascio della subunità ribosomiale. 
Negli eucarioti, un unico fattore di rilascio chiamato eRF 
riconosce tutti e tre i codoni di terminazione. 

Il riciclo del ribosoma porta alla dissociazione dei com- 
ponenti della traduzione. I fattori di rilascio si dissociano 
dal complesso post-terminazione (con un tRNA non cari- 
co nel sito P) e sono sostituiti da EF-G e da una proteina 
chiamata fattore del riciclo del ribosoma (RRF; M, 20 300). 
idrolisi di GTP da parte di EF-G porta alla dissociazione 
della subunità 50S dal complesso tRNA 30S-mRNA. EF-G 
e RRF sono sostituiti da IF-3, che promuove la dissociazio- 
ne del tRNA. Viene infine rilasciato mRNA. Il complesso 
di IF-3 e della subunità 30S è così pronto per iniziare un 
altro ciclo di sintesi proteica (Figura. 27.25). 
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Quando una mutazione produce un codone di termi- 
nazione all’interno di un gene, la traduzione si arresta 
prematuramente. Il polipeptide incompleto in genere è 
inattivo. Queste mutazioni sono dette non senso. Il gene 
può riacquistare la sua normale funzione se una seconda 
mutazione (1) converte il codone di terminazione messo 
nel posto sbagliato in un codone per un amminoacido, 
o (2) se sopprime gli effetti del codone di terminazione. 
Tali mutazioni riparative sono dette soppressori delle 
mutazioni non senso (0 soppressori non senso). In 
genere coinvolgono mutazioni dei geni dei tRNA, per 
produrre tRNA alterati (soppressori) che riconoscono il 
codone di terminazione e inseriscono un amminoacido 
nella posizione corrispondente. La maggior parte dei 
tRNA soppressori ha una singola base sostituita nell’an- 
ticodone. 

ItRNA soppressori possono essere considerati come una 
variazione indotta sperimentalmente del codice genetico, 
che permette la lettura di quelli che in genere sono i 
codoni di terminazione, un po’ come le variazioni del 
codice che avvengono in natura descritte nel Box 271. La 
soppressione delle mutazioni non senso non interrompe 
completamente il normale trasferimento dell’informa- 
zione nella cellula, perché in genere la cellula possiede 
più copie di ciascun gene per il tRNA. Alcuni di questi 
geni duplicati vengono espressi debolmente e sono re- 
sponsabili solo di una piccola parte del pool cellulare di 
un particolare tRNA. Le soppressioni delle mutazioni non 
senso in genere interessano i tRNA “minori”, lasciando 


Il costo energetico della fedeltà della sintesi proteica 
La sintesi di una proteina che sia la fedele traduzione del 
messaggio contenuto sull’mRNA richiede molta energia. 
La formazione enzimatica di ciascun amminoacil-tRNA 
utilizza due gruppi fosfato ad alto contenuto energetico. 
Un'altra molecola di ATP viene consumata ogni volta che 
un amminoacido attivato in modo sbagliato viene idroliz- 
zato dall'attività deacilasica di una amminoacil-tRNA sin- 
tetasi come parte della sua attività di proofreading. Una 
molecola di GTP viene scissa in GDP e P; durante la prima 
fase dell’allungamento, e un altro GTP viene idrolizzato 
durante la traslocazione. Pertanto, in media, l’energia de- 
rivata dall’idrolisi di più di quattro NTP a NDP è necessa- 
ria per la formazione di ciascun legame peptidico. 

Ciò rappresenta una “spinta” termodinamica straor- 
dinariamente forte nella direzione della sintesi: almeno 
4 X 30,5 kJ/mole = 122 kJ/mole di energia del legame fo- 
sfodiestere sono necessarie per produrre un legame pepti- 
dico che ha un'energia libera standard di idrolisi di appe- 
na —21 kJ/mole. La variazione netta di energia libera nel- 
la sintesi di un legame peptidico è perciò di —101 kJ/mole. 
Le proteine sono polimeri contenenti “informazione”. 
Lo scopo biochimico non è semplicemente la formazio- 
ne di un legame peptidico, ma la formazione di un le- 
game peptidico tra due amminoacidi specifici. Ciascuno 
dei legami ad alta energia impiegati in questo processo 
svolge un ruolo in un passaggio di importanza crucia- 
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ai tRNA “maggiori” il compito di leggere normalmente 
i propri codoni. 

Per esempio, E. coli ha tre geni identici per il tRNA®, 
ognuno dei quali produce un tRNA con l’anticodone (5') 
GUA. Uno di essi viene espresso ad alti livelli, e quindi il 
suo prodotto rappresenta la maggior parte delle specie 
{RNA gli altri due geni sono poco espressi. Una varia- 
zione dell’anticodone del tRNA causata da uno di questi 
geni tRNA!" duplicati da (5')GUA a (5')CUA produce una 
specie di tRNA!Y minore, che inserisce una tirosina nel 
codone di terminazione UAG. L'inserzione di una tirosina 
in corrispondenza del codone UAG avviene in modo poco 
efficiente, tuttavia può produrre una quantità sufficiente 
di una proteina completa e funzionante, che permette 
alla cellula di sopravvivere. Il tRNA"" maggiore continua 
atradurre il codice genetico normalmente per la maggior 
parte delle proteine. 

La mutazione che porta alla creazione di un tRNA sop- 
pressore non sempre avviene nell’anticodone. La sop- 
pressione dei codoni non senso UGA in genere coinvolge 
il tRNA®? che normalmente riconosce il codone UGG. La 
mutazione che permette di leggere i codoni UGA (e di 
inserire residui di Trp nelle posizioni corrispondenti) è 
la variazione di G in A in posizione 24 (in un braccio del 
tRNA piuttosto lontano dall’anticodone). Questo tRNA 
può ora riconoscere entrambi i codoni UGG e UGA. Una 
simile mutazione si osserva nella variazione naturale più 
comune che si verifica nel codice genetico (UGA = Trp; 
vedi il Box 27.1). 


le per il mantenimento dell’esatto allineamento tra cia- 
scun nuovo codone dell’ mRNA e l’amminoacido che es- 
so codifica all’estremità carbossiterminale della catena 
polipeptidica nascente. Questa energia rende possibile 
la fedeltà molto alta della traduzione biologica del mes- 
saggio genetico dell’mRNA nella sequenza amminoaci- 
dica delle proteine. 


Rapida traduzione di un singolo messaggio da parte 
dei polisomi Grandi raggruppamenti di ribosomi, da 10 
a 100, molto attivi nella sintesi proteica possono essere iso- 
lati sia dalle cellule eucariotiche sia dai batteri. Nelle fo- 
tografie al microscopio elettronico è visibile una struttura 
formata da una fibrilla che unisce ribosomi adiacenti, chia- 
mata polisoma (Figura 27.33a). La fibra di connessione è 
una singola catena di mRNA che viene simultaneamente 
tradotta da numerosi ribosomi ravvicinati, permettendo di 
utilizzare mRNA in modo molto efficiente. 

Nei batteri esiste uno stretto accoppiamento fra la tra- 
scrizione e la traduzione. Gli RNA messaggeri vengono sin- 
tetizzati in direzione 5'—3' e vengono tradotti nella stessa 
direzione. I ribosomi iniziano la traduzione dall’estremi- 
tà 5’ dell'mRNA prima che la trascrizione sia stata com- 
pletata (Figura 27.33b). La situazione è piuttosto diversa 
negli eucarioti, dove gli mRNA appena trascritti devono 
essere trasferiti fuori dal nucleo prima che possano esse- 
re tradotti. 
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Figura 27.32 Terminazione della sintesi proteica nei batteri. La 
terminazione avviene in risposta a un codone di terminazione nel sito 
A. Inizialmente, un fattore di rilascio, RF (RF-1 o RF-2 a seconda del 
codone di terminazione presente), si lega al sito A. Ciò porta all'idrolisi 
del legame estere tra il polipeptide nascente e il tRNA nel sito P e al 
rilascio del polipeptide completato. Infine, l'mRNA, il tRNA deacilato e 
il fattore di rilascio abbandonano il ribosoma, che si dissocia nelle sue 
subunità 30S e 505, aiutato dal fattore di riciclo dei ribosomi (RRF), 

da IF-3 e dall'energia liberata dall'idrolisi del GTP mediata da EF-G. Il 
complesso formato dalla subunità 30S e l'IF-3 è pronto a iniziare un 
altro ciclo di traduzione (vedi la Figura 27.25). 
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Gli mRNA batterici hanno generalmente una emivi- 
ta di pochi minuti (pagina 1108) prima di essere degrada- 
ti dalle nucleasi. Per mantenere elevate velocità di sintesi 
proteica, l'mRNA per una determinata proteina (0 gruppo 
di proteine) deve quindi essere sintetizzato continuamen- 
te e tradotto con la massima efficacia. La breve vita degli 
mRNA dei batteri permette che la sintesi di una protei- 
na cessi rapidamente quando essa non è più necessaria 
alla cellula. 


e FaseS5:lecatene polipeptidiche neosintetizzate vanno 
incontro a ripiegamenti e modificazioni 

Nell’ultima fase della sintesi proteica la catena polipepti- 
dica in formazione si ripiega su se stessa e viene modifi- 
cata per essere alla fine biologicamente attiva. A un certo 
punto, durante o dopo la sua sintesi, la catena polipepti- 
dica assume spontaneamente la sua conformazione nati- 
va, che permette la formazione del corretto numero di le- 
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Figura 27.33 Accoppiamento della trascrizione e della 
traduzione nei batteri. (a) Fotografia al microscopio elettronico di 
alcuni polisomi che si stanno formando durante la trascrizione di un 
segmento di DNA di E. coli. Ciascun mRNA viene tradotto da numerosi 
ribosomi contemporaneamente. Le catene polipeptidiche nascenti 
che si stanno formando sui ribosomi sono difficili da visualizzare nelle 
condizioni di diffusione utilizzate per preparare i campioni mostrati 

in queste fotografie. La freccia nera indica l'inizio approssimativo 

del gene che viene trascritto. (b) Ciascun MRNA viene tradotto dai 
ribosomi mentre l'RNA polimerasi sta ancora trascrivendo il DNA. Ciò 
è possibile perché I'mRNA dei batteri non deve essere trasportato dal 
nucleo al citoplasma prima di arrivare ai ribosomi. In questo disegno 
schematico i ribosomi sono raffigurati come se fossero più piccoli 
della RNA polimerasi. In realtà i ribosomi (M, 2,7 X 10%) sono un 
ordine di grandezza più grandi dell'enzima (M, 3,9 X 10°). 
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gami idrogeno, di interazioni di van der Waals e di intera- _ 

Agi esi , : . i COO = 
zioni ioniche e idrofobiche. In questo modo il messaggio + | C00 
genetico lineare o unidimensionale presente nell'mRNA i O H,N—C—H 
viene convertito nella struttura tridimensionale della pro- CHj=0—P07 da 
teina. Alcune proteine appena sintetizzate, sia nei proca- w 2 
rioti sia negli eucarioti, non raggiungono la loro conforma- ee 

B è : l S ; Fosfoserina 
zione biologicamente attiva finché non sono state alterate 
in una o più reazioni di modificazione chiamate modifi- PRE 

. . di . . O 
cazioni post-traduzionali. H,N--C-H 0 
ES O=P—0° 
Modificazioni amminoterminali e carbossiterminali ar e Die È 
Il primo residuo che viene inserito in tutti i polipeptidi CHz 0° a 
è ’N-formilmetionina (nei batteri) o la metionina (negli Fosfotreonina Tosfotrasma 


eucarioti). Tuttavia, il gruppo formilico, il residuo di Met 
amminoterminale e spesso altri residui amminotermina- 
li (in alcuni casi carbossiterminali) possono essere rimos- 
si enzimaticamente, e pertanto non compaiono nel pro- 
dotto proteico finale e funzionale. Nel 50% delle proteine 
eucariotiche il gruppo amminico del residuo amminoter- 
minale viene N-acetilato dopo la traduzione. Talvolta an- 
che i residui al terminale carbossilico vengono modificati. 


(a) 


Perdita delle sequenze di segnale Come vedremo nella 
Sezione 27.3, i primi 15-30 residui amminoterminali di al- 
cune proteine svolgono un ruolo fondamentale nel dirige- 
re la proteina verso la sua destinazione definitiva nella cel- 
lula. Tali sequenze di segnale vengono rimosse da pepti- 
dasi specifiche. 


COO 7 COO 

Modificazioni di singoli amminoacidi I gruppi ossi H,N-C-H H,N-C-H 
drilici di alcuni residui di Ser, Thr e Tyr di alcune proteine 
sono fosforilati enzimaticamente dall’ATP (Figura 27.34a); CH, CH) 
i gruppi fosforici aggiungono cariche negative a questi po- CH, CH, 
lipeptidi. Il significato funzionale di questa modificazio- CH, CH, 
ne varia da una proteina all’altra. Per esempio, la protei- 
na del latte caseina possiede numerosi gruppi fosfoserini- CH> CHy 
ci che servono a legare Ca°*. Dato che calcio e fosfato, così *NH,y *NH 
come gli amminoacidi, sono necessari ai lattanti, la casei- CH, H red \ch 5 
na fornisce tre nutrienti fondamentali. Inoltre, come ab- 
biamo visto in numerosi casi, cicli di fosforilazione e di de- Metillisina Dimetillisina 
fosforilazione regolano l’attività di molti enzimi e di pro- co0- co0- 
teine regolatrici. + + 

Ulteriori gruppi carbossilici possono essere aggiunti a HsN-C-H HsN-C-H 
residui di Glu di alcune proteine. Per esempio, la proteina CHy CH, 
della coagulazione protrombina contiene un certo numero CH, CH, 
di residui di y-carbossiglutammato (Figura 27.34b) nella 
sua regione amminoterminale, che vengono introdotti da CH> C=0 
un enzima che necessita di vitamina K. Questi gruppi car- CHy O 
bossilici legano il Ca?*, indispensabile per dare inizio alle N CH. 
reazioni di coagulazione. H,C | “cHy ° 

Residui di monometil- e dimetillisina (Figura 27.34c) CH3 
sono presenti in alcune proteine del muscolo e nel cito- Trimetillisina Metilglutammato 


cromo c. La calmodulina della maggior parte degli organi- 
smi contiene un residuo di trimetillisina in una posizione (e) 
specifica. In altre proteine i gruppi carbossilici di alcuni 
residui di Glu vengono metilati, perdendo così la propria 
carica negativa. 

Figura 27.34 Alcuni residui amminoacidici modificati. 
Aggiunta di catene laterali di carboidrati Le catene (a) Amminoacidi fosforilati; (b) un amminoacido carbossilato; 
laterali di carboidrati delle glicoproteine vengono legate (c) alcuni amminoacidi metilati. 
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covalentemente durante o dopo la sintesi della catena po- 
lipeptidica. In alcune glicoproteine la catena laterale di 
carboidrati viene unita enzimaticamente a residui di Asn 
(oligosaccaridi legati in N), in altre a residui di Ser o di Thr 
(oligosaccaridi legati in O; vedi la Figura 7.30). Molte pro- 
teine che svolgono la loro funzione al di fuori della cellula, 
come i proteoglicani “lubrificanti” che ricoprono le mem- 
brane mucose, contengono catene laterali oligosaccaridi- 
che (vedi la Figura 7.28). 


Aggiunta di gruppi isoprenilici Un certo numero di 
proteine eucariotiche viene modificato tramite l'aggiunta 
di gruppi derivati dall’isoprene (gruppi isoprenilici). Un 
legame tioetere si forma tra il gruppo isoprenilico e un re- 
siduo di Cys della proteina (vedi la Figura 11.15). I gruppi 
isoprenilici derivano da intermedi pirofosforilati della via 
biosintetica del colesterolo (vedi la Figura 21.35), come il 
farnesil pirofosfato (Figura 27.35). Fra le proteine modifi- 
cate in questo modo ci sono le proteine Ras (piccole pro- 
teine G), che sono i prodotti degli oncogeni ras e dei pro- 
tooncogeni, e le proteine G trimeriche (entrambe descrit- 
te nel Capitolo 12), nonché la proteine chiamate lamìne 
che si trovano nella matrice nucleare. Il gruppo isopreni- 
lico serve ad ancorare la proteina alla membrana. Lattivi- 
tà trasformante (cancerogena) dell’oncogene ras si perde 
quando l’isoprenilazione è bloccata, e ciò ha suscitato un 
grande interesse, volto a identificare gli inibitori di questa 
via di modificazione post-traduzionale per un loro possi- 
bile impiego nella chemioterapia del cancro. 


Aggiunta di gruppi prostetici Molte proteine procario- 
tiche ed eucariotiche hanno bisogno di gruppi prosteti- 
ci legati covalentemente per svolgere la loro attività. Due 
esempi sono la molecola di biotina legata covalentemente 
all’acetil-CoA carbossilasi, e il gruppo eme dell’emoglobi- 
na o del citocromo c. 


Modificazioni proteolitiche Molte proteine vengono sin- 
tetizzate inizialmente come precursori inattivi di dimensio- 
ni più grandi. Questi precursori vengono modificati pro- 
teoliticamente per produrre le loro forme attive finali più 
piccole. 
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Figura 27.35 Farnesilazione di un residuo di Cys di una 
proteina. Il legame tioetere è indicato in rosso. La proteina Ras è il 
prodotto dell'oncogene ras. 
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Esempi ne sono la proinsulina, alcune proteine virali e 
proteasi come il chimotripsinogeno e il tripsinogeno (ve- 
di la Figura 6.38). 


Formazione di legami disolfuro Dopo l’avvolgimento 
nella loro conformazione nativa, alcune proteine forma- 
no legami disolfuro intracatena o intercatena tra residui 
di Cys. Negli eucarioti, i legami disolfuro si trovano comu- 
nemente nelle proteine che devono essere esportate fuo- 
ri dalle cellule. Tali legami contribuiscono a proteggere la 
conformazione nativa della proteina impedendone la de- 
naturazione nell'ambiente extracellulare, che può essere 
molto diverso dalle condizioni intracellulari e che general- 
mente è un ambiente ossidante. 


e Lasintesi proteica è inibita da molti antibiotici 

e tossine 
La sintesi proteica è una funzione centrale nella fisiologia 
cellulare e in quanto tale è il principale bersaglio di una 
grande varietà di antibiotici e tossine presenti in natura. 
Tranne alcune eccezioni, gli antibiotici inibiscono la sin- 
tesi proteica dei batteri. Le differenze tra la sintesi protei- 
ca negli eucarioti e nei batteri, sebbene in molti casi siano 
piccole, sono sufficienti a far sì che la maggior parte dei 
composti che saranno descritti in seguito sia relativamen- 
te innocua per le cellule eucariotiche. La selezione natura- 
le ha favorito l'evoluzione di composti che sfruttano que- 
ste piccole differenze allo scopo di colpire selettivamente 
i sistemi batterici; pertanto queste armi biochimiche sono 
sintetizzate da alcuni microrganismi e sono invece estre- 
mamente tossiche per altri. Poiché quasi tutte le fasi della 
sintesi proteica possono essere inibite specificamente da 
un particolare antibiotico o da un altro, gli antibiotici so- 
no diventati validi strumenti per lo studio della biosinte- 
sì proteica. 

Uno degli antibiotici inibitori meglio studiati è la pu- 
romicina, prodotta dalla muffa Streptomyces alboniger. La 
puromicina ha una struttura molto simile all’estremità 3' 
dell’amminoacil-tRNA, per cui può legarsi al sito riboso- 
miale A e partecipare alla formazione del legame peptidi- 
co, formando una peptidil-puromicina (Figura 27.36). Tut- 
tavia, poiché la puromicina è simile solo all'estremità 3' del 
tRNA, non va incontro alla traslocazione e si dissocia dal ri- 
bosoma subito dopo essersi legata all’estremità carbossilica 
del peptide. Ciò provoca la prematura terminazione della 
sintesi del polipeptide. 

Le tetracicline inibiscono la sintesi proteica nei bat- 
teri bloccando il sito A del ribosoma e impedendo in tal 
modo il legame degli amminoacil-tRNA. Il cloramfenico- 
lo inibisce la sintesi proteica da parte dei ribosomi batte- 
rici (ma anche dei mitocondri e dei cloroplasti) bloccan- 
do la peptidil trasferasi, ma non interferisce con la sinte- 
si delle proteine citosoliche degli eucarioti. Al contrario, 
la cicloesimide blocca la peptidil trasferasi dei riboso- 
mi eucariotici 805, ma non quella dei ribosomi batterici 
70S (e dei mitocondri e dei cloroplasti). La streptomici- 
na, un trisaccaride basico, causa un’errata lettura del co- 
dice genetico (nei batteri) a concentrazioni relativamen- 
te basse e inibisce l’inizio della sintesi proteica a concen- 
trazioni più alte. 
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Altri inibitori della sintesi proteica sono particolarmen- 
te tossici per l’uomo e per altri mammiferi. La tossina dif- 
terica (M, 58 330) catalizza ’ADP-ribosilazione di un resi- 
duo di diftammide (un’istidina modificata) del fattore di 
allungamento eEF?2, inattivandolo. La ricina (M, 29 895), 
una proteina estremamente tossica del ricino, inattiva la 
subunità 60S dei ribosomi eucariotici tramite la depurina- 
zione di una specifica adenosina sull’rRNA 23S. La ricina 
è stata utilizzata nell’omicidio del giornalista della BBC e 
dissidente bulgaro Georgi Markov nel 1978, presumibil- 
mente dalla polizia segreta bulgara. Un membro della poli- 
zia segreta, utilizzando una siringa nascosta nell’estremità 
di un ombrello, iniettò in una gamba di Markov una com- 
pressa piena di ricina. Markov morì dopo 4 giorni. 


SOMMARIO 27.2 
La sintesi proteica 

e La sintesi proteica avviene sui ribosomi, che sono co- 
stituiti da proteine ed rRNA. I batteri possiedono ri- 
bosomi 70S, con una subunità maggiore (50S) e una 
subunità minore (308). I ribosomi eucariotici sono 
significativamente più grandi (805) e contengono più 
proteine. 

e Gli RNA transfer (di trasferimento) hanno da 73 a 93 
residui nucleotidici, alcuni dei quali hanno basi mo- 
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Figura 27.36 Interruzione della formazione del legame 
peptidico causata dalla puromicina. l'antibiotico puromicina ha 
una struttura simile alla terminazione amminoacilica di un tRNA 
carico, quindi può legarsi al sito ribosomiale A e partecipare alla 
formazione del legame peptidico. Il prodotto della reazione, la 
peptidil puromicina, invece di essere traslocato al sito P, si dissocia dal 
ribosoma, causando la terminazione prematura della catena. 
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dificate. Ciascun tRNA ha un braccio amminoacidico, 
con la sequenza terminale CCA(3') alla quale si lega 
l’amminoacido mediante un legame estere, un braccio 
dell’anticodone, un braccio TWC e un braccio D. Alcu- 
ni tRNA hanno un quinto braccio. Fanticodone è re- 
sponsabile della specificità di interazione tra l’ammi- 
noacil-tRNA e il codone complementare dell'mRNA. 

e La crescita dei polipeptidi sui ribosomi inizia con l’am- 
minoacido amminoterminale, e procede per successive 
aggiunte di nuovi residui fino alla terminazione car- 
bossilica. 

e La sintesi proteica avviene in cinque fasi. 

1. Gli amminoacidi sono attivati nel citosol da specifi- 
che amminoacil-tRNA sintetasi. Questi enzimi cata- 
lizzano la formazione di amminoacil-tRNA, con la si- 
multanea scissione dell’ATP in AMP e PP. La fedeltà 
della sintesi proteica dipende dall’accuratezza di que- 
sta reazione. Alcune amminoacil-tRNA sintetasi cata- 
lizzano anche reazioni di correzione di bozze (proof- 
reading) in siti attivi separati. 

2. Nei batteri, l’amminoaciltRNA di inizio di tutte le 
proteine è N-formilmetionil-tRNA!®, La sintesi pro- 
teica inizia con la formazione di un complesso tra la 
subunità ribosomiale 30S, I’mRNA, il GTP, 1'fMet- 
tRNAÎM®, tre fattori di inizio e la subunità 50S. Il GTP 
viene idrolizzato a GDP e P;. 

3. Nelle fasi di allungamento, sono necessari GTP e fat- 
tori di allungamento per il legame dell’amminoacil- 
tRNA entrante nel sito A del ribosoma. Nella prima 
reazione di trasferimento del gruppo peptidilico, il 
residuo fMet viene trasferito sul gruppo amminico 
dell’amminoacil-tRNA entrante. Lo scorrimento del 
ribosoma lungo l’mMRNA trasloca il dipeptidil-tRNA 
dal sito A al sito P, processo che richiede l’idrolisi del 
GTP I tRNA deacilati si dissociano dal sito E riboso- 
miale. 

4. Dopo molti cicli di allungamento, la sintesi del poli- 
peptide termina con l’intervento di fattori di rilascio. 
Sono necessari almeno quattro equivalenti di gruppi 
fosfato ad alta energia (ATP e GTP) per generare cia- 
scun legame peptidico, un investimento di energia ne- 
cessario per garantire la fedeltà della traduzione. 

5.I polipeptidi si ripiegano nelle loro forme attive tridi- 
mensionali. Molte proteine sono ulteriormente modi- 
ficate da reazioni post-traduzionali. 

e Molti antibiotici e tossine inibiscono alcuni passaggi 
della sintesi proteica. 


Trasporto alla destinazione finale 
(targeting) e degradazione delle proteine 


La cellula eucariotica è un insieme di numerose struttu- 
re, compartimenti e organelli, ciascuno dei quali possie- 
de specifiche funzioni che richiedono gruppi distinti di 
enzimi e proteine. Queste proteine (con l’eccezione di 
quelle prodotte nei mitocondri e nei plastidi) sono sin- 
tetizzate sui ribosomi nel citosol, per cui si pone il pro- 
blema di come possano essere indirizzate alla loro desti- 
nazione finale. 
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Stiamo iniziando ora a comprendere questo comples- 
so e affascinante processo. Le proteine destinate alla secre- 
zione, all'integrazione nella membrana plasmatica o all’in- 
clusione nei lisosomi hanno generalmente in comune i pri- 
mi passaggi di una via che inizia nel reticolo endoplasma- 
tico. Le proteine destinate ai mitocondri, ai cloroplasti o 
al nucleo utilizzano tre meccanismi separati, e le protei- 
ne destinate al citosol restano semplicemente dove ven- 
gono sintetizzate. 

Lelemento più importante di tutti questi sistemi di 
trasporto alla destinazione finale è una breve sequenza 
amminoacidica chiamata se- 
quenza di segnale, la cui fun- 
zione fu ipotizzata per la prima 
volta da Ginter Blobel e colle- 
ghi nel 1970. La sequenza di se- 
gnale dirige la proteina verso 
la sua appropriata destinazio- 
ne nella cellula e, nel caso di 
molte proteine, viene rimos- 
sa durante il trasporto o dopo 
che la proteina ha raggiunto la 
sua destinazione finale. Nelle 
proteine destinate al trasporto 
nei mitocondri, nei cloroplasti 
o nel reticolo endoplasmatico, la sequenza di segnale è lo- 
calizzata all'estremità amminoterminale del polipeptide 
neosintetizzato. In molti casi la capacità di indirizzare a 
destinazione particolari sequenze di segnale è stata con- 
fermata unendo la sequenza di segnale di una proteina a 
un’altra proteina e dimostrando che essa dirige la secon- 
da proteina alla destinazione tipica della prima. Anche la 
degradazione selettiva di proteine di cui la cellula non ha 
più bisogno si basa fondamentalmente su segnali moleco- 
lari presenti nella struttura di ciascuna proteina. 

La parte finale di questo capitolo è dedicata ai proces- 
si di trasporto fino alla destinazione e di degradazione, con 
particolare attenzione ai segnali coinvolti e alla regolazione 
molecolare, che rivestono grande importanza per il meta- 
bolismo cellulare. Tranne alcuni casi specificamente men- 
zionati, la trattazione si riferisce alle cellule eucariotiche. 


Gunter Blobel 


e Lemodificazioni post-traduzionali di molte proteine 
eucariotiche cominciano nel reticolo endoplasmatico 
Il sistema di trasporto a destinazione meglio definito ha 
inizio nel reticolo endoplasmatico (ER). La maggior parte 
delle proteine lisosomiali, di membrana o destinate alla se- 
crezione possiede una sequenza di segnale amminotermi- 
nale (Figura 2737) che le contraddistingue, permettendo la 
loro traslocazione nel lume dell’ER. Sono state determina- 
te centinaia di sequenze di segnale per le proteine di que- 
sto gruppo. l'estremità carbossiterminale delle sequenze 
di segnale è contrassegnata da un sito di scissione, ricono- 
sciuto da proteasi che rimuovono la sequenza di segnale 
dopo che la proteina è stata trasportata nel lume dell’ER. 
Le sequenze di segnale variano in lunghezza da 13 a 36 re- 
sidui amminoacidici, ma hanno tutte le seguenti caratte- 
ristiche: (1) una sequenza di amminoacidi idrofobici, lun- 
ga 10-15 residui; (2) uno o più amminoacidi carichi positi- 
vamente, generalmente vicino all'estremità amminica che 
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Virus A 

dell'influenza umana 

Preproinsulina 

umana Met Ala Leu Trp Met Arg Leu Leu Pro Le 
Ormone 

della crescita 

bovino Met Met Ala Ala Gly Pro Arg Thr Ser 
Promellitina 

d’ape Met Lys Phe Leu Val A 


Proteina della saliva 


di Drosophila Met Lys Leu I 


Figura 27.37 Sequenze di segnale amminoterminali di alcune 
proteine eucariotiche che dirigono la traslocazione delle proteine 
stesse nell’ER. Il nucleo centrale idrofobico (in giallo) è preceduto da 


precede la sequenza idrofobica, e (3) una breve sequenza 
relativamente polare all’estremità carbossilica (vicina al si- 
to di scissione), contenente amminoacidi con catene late- 
rali relativamente piccole (specialmente Ala) soprattutto 
nelle posizioni più vicine al sito di scissione. 

Come dimostrato per la prima volta da George Pala- 
de, le proteine che possiedono queste sequenze di segna- 
le vengono sintetizzate su ribo- 
somi attaccati all’ER. La stes- 
sa sequenza di segnale serve a 
dirigere il ribosoma verso l’ER, 


Sequenza 
di segnale 


George Palade 


pe 
nl 
IT Ciclo 
SRP 
Citosol 4 dell’SRP 
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Recettore £& — 
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sito 
di scissione 


Y 
la Gly Asp Gin — 


v 
Yp Gly Pro Asp Pro Ala Ala Ala Phe Val — 


- Y 

Trp Thr Gln Val Val Gly Ala Phe — 
v 

le Ser Tyr Ile Tyr Ala Ala Pro — 


= Y 
a Asp Pro Ala Ser Gly Cys Lys — 


uno o più residui basici (in azzurro). Si notino i residui polari e i residui 
a catena laterale corta che precedono immediatamente (a sinistra, 
come mostrato nella figura) i siti di scissione (indicati da frecce rosse). 


come mostrato nelle tappe da © a @ della Figura 27.38. 
© Il meccanismo di indirizzamento comincia con l’inizio 
della sintesi proteica su ribosomi liberi. @ La sequenza 
di segnale compare in una fase molto precoce del proces- 
so biosintetico perché si trova all’estremità amminoter- 
minale che, come si è detto, viene sintetizzata per prima. 
© Appena spunta dal ribosoma, questa sequenza e lo stes- 
so ribosoma vengono rapidamente legati da un volumino- 
so complesso chiamato particella di riconoscimento del 
segnale (signal recognition particle o SRP); la SRP si lega 
quindi al GTP e questo evento determina la sospensione 
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Figura 27.38 Trasporto nel reticolo endoplasmatico di proteine 
eucariotiche dotate dell'apposita sequenza di segnale. Questo 
processo comprende il ciclo della SRP, la traslocazione e la scissione 
del polipeptide nascente. | vari passaggi sono descritti nel testo. 
L'SRP è un complesso a forma di bastoncino che contiene un RNA 

di 300 nucleotidi (chiamato 7SL-RNA) e sei proteine diverse (con 

M; complessivo di 325 000). Una subunità proteica dell'SRP si lega 


direttamente alla sequenza di segnale e inibisce l'allungamento, 
bloccando stericamente l’entrata degli amminoacil-tRNA 

e la peptidil trasferasi. Un'altra subunità proteica si lega al GTP 

e lo idrolizza. Il recettore per la SRP è un eterodimero composto 
da una subunità a (M, 69 000) e da una subunità  (M, 30 000); 
entrambe legano e idrolizzano molte molecole di GTP durante 
questo processo. 
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temporanea dell’allungamento quando il peptide è lun- 
go circa 70 amminoacidi e la sequenza di segnale è emer- 
sa completamente dal ribosoma. ©. La SRP legata al GTP 
dirige il ribosoma (ancora legato all'mRNA) e il polipepti- 
de incompleto verso un gruppo di recettori specifici per 
la SRP legata al GTP sulla superficie citosolica dell’ER. Il 
polipeptide nascente passa al complesso di traslocazio- 
ne del peptide nell’ER, che può interagire direttamente 
con il ribosoma. @ La SRP si dissocia dal ribosoma; que- 
sto processo è accompagnato dall’idrolisi di GTP sia da par- 
te della SRP sia da parte del recettore di SRP. @ Lallun- 
gamento del polipeptide a questo punto riprende fino a 
che non viene sintetizzata la proteina completa. Il com- 
plesso di traslocazione introduce il polipeptide nascente 
all’interno del lume dell’ER con una reazione che utilizza 
l'energia dell’ATP. @ La sequenza di segnale viene rimos- 
sa da una peptidasi specifica all’interno del lume dell’ER; 
@ il ribosoma si dissocia e © viene riciclato. 


e Laglicosilazione svolge un ruolo chiave 

nel trasporto alla destinazione finale delle proteine 
Nel lume dell’ER, le proteine neosintetizzate vengono ul- 
teriormente modificate in vari modi. Dopo la rimozione 


O N-Acetilglucosammina (GIcNACc) 


@® Mannosio (Man) 
@ Glucosio (Glc) 
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delle sequenze di segnale, i polipeptidi vengono corret- 
tamente ripiegati, si formano i legami disolfuro e molte 
proteine vengono anche glicosilate formando glicoprotei- 
ne. In molte di queste proteine gli oligosaccaridi sono le- 
gati a residui di Asn. Questi oligosaccaridi legati in N so- 
no molto diversi tra loro (Capitolo 7), ma le vie attraver- 
so le quali si formano hanno una prima fase in comune. 
In un processo costituito da diverse tappe, viene costruito 
un nucleo di oligosaccaridi contenente 14 residui, che poi 
è trasferito dalla molecola donatrice, il dolicolo fosfato, a 
determinati residui di Asn della proteina (Figura 27.39). 
La trasferasi è localizzata sulla faccia dell’ER che guarda 
il lume, quindi non può catalizzare la glicosilazione delle 
proteine citosoliche. 

Dopo il trasferimento, il nucleo oligosaccaridico viene 
modificato ed elaborato in diversi modi nelle varie glico- 
proteine, ma tutti gli oligosaccaridi legati in N mantengo- 
no un nucleo pentasaccaridico derivato dall’originario oli- 
gosaccaride di 14 residui. Diversi antibiotici interferiscono 
con una o più fasi di questo processo e hanno reso possibi- 
le la comprensione dei diversi passaggi della glicosilazione 
delle proteine; quello meglio caratterizzato è la tunicami- 
cina, la quale simula la struttura dell’UDP-N-acetilgluco- 
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Figura 27.39 Sintesi del nucleo oligosaccaridico delle 
glicoproteine. Il nucleo oligosaccaridico viene prodotto da 
successive aggiunte di unità di monosaccaridi. ©, @ Le prime 

fasi avvengono sulla superficie citosolica dell’ER. @ Con la 
traslocazione l'oligosaccaride incompleto attraversa la membrana 
(il meccanismo non è mostrato), e © il completamento del nucleo 
oligosaccaridico avviene all'interno del lume dell'ER. | precursori 
della sintesi che forniscono gli altri residui di mannosio e glucosio 
all'oligosaccaride in via di formazione nel lume sono i monosaccaridi 
uniti al dolicolo fosfato. Nella prima tappa della formazione della 
porzione oligosaccaridica della glicoproteina legata in Nn,0,@ 


P © ® © ® 


Reticolo 
endoplasmatico 


fosfato 
riciclato 


Dolicolo D 


il nucleo oligosaccaridico viene trasferito da un dolicolo fosfato 

a un residuo di Asn della proteina all’interno del lume dell'ER. Il 
nucleo oligosaccaridico viene ulteriormente modificato nell'ER 

e nel complesso di Golgi con reazioni che differiscono a seconda 
delle proteine. | cinque residui saccaridici evidenziati in giallo chiaro 
(dopo la fase @) si mantengono nella struttura finale di tutti gli 
oligosaccaridi uniti con legami N-glicosidici. @ Il dolicolo pirofosfato 


rilasciato viene nuovamente traslocato in modo che il pirofosfato 
venga a trovarsi sulla superficie citosolica dell'ER, quindi © un fosfato 
viene rimosso idroliticamente per rigenerare il dolicolo fosfato. 
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sammina e blocca il primo passaggio del processo (Figura 
27.39, tappa ©). Poche proteine vengono glicosilate in O 
nell’ER, ma la maggior parte della O-glicosilazione avvie- 
ne nel complesso di Golgi o nel citosol (per le proteine che 
non entrano nell’ER). 


CH,0H 


Tunicamicina 


N-Acetilglucosammina 


Catena 
laterale 
di acido 

grasso 


OH OH 


Tunicamina 


Le proteine modificate possono dirigersi verso diverse 
destinazioni intracellulari. Le proteine si spostano dall’ER 
al complesso di Golgi all’interno di vescicole di trasporto 
(Figura 27.40). Nel complesso di Golgi, ad alcune protei- 
ne vengono legati in O altri oligosaccaridi, mentre gli oli- 
gosaccaridi legati in N vengono ulteriormente modificati. 
Attraverso meccanismi chiariti soltanto in parte, le protei- 
ne vengono anche smistate e indirizzate alle rispettive de- 
stinazioni finali. All’interno del complesso di Golgi i pro- 
cessi che segregano le proteine destinate all’esterno della 
cellula rispetto a quelle destinate alla membrana plasma- 
tica o ai lisosomi devono distinguere le proteine in base a 
caratteristiche strutturali diverse dalla sequenza di segna- 
le, che è stata rimossa nel lume dell’ER. 

Questo processo di selezione è stato meglio definito 
nel caso delle idrolasi destinate a essere trasportate nei 
lisosomi. Quando un’idrolasi (una glicoproteina) arriva 
nel complesso di Golgi, una parte non ancora determi- 
nata della sua struttura tridimensionale (talvolta chia- 
mata placca di segnale) viene riconosciuta da una fosfo- 
trasferasi, che fosforila alcuni residui di mannosio dell’o- 
ligosaccaride dell’idrolasi (Figura 27.41). La presenza di 
uno o più residui di mannosio 6-fosfato nell’oligosacca- 
ride legato in N rappresenta il segnale strutturale che in- 
dirizza la proteina ai lisosomi. Un recettore proteico nel- 
la membrana del complesso di Golgi riconosce il segnale 
di mannosio 6-fosfato e lega l’idrolasi così contrassegna- 
ta. Vescicole che contengono questi complessi recettore- 
idrolasi gemmano dal lato trans del complesso di Golgi e 
se ne distaccano. Al loro interno il complesso recettore- 
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idrolasi si dissocia in un processo facilitato dal basso pH 
e dalla rimozione del fosfato dai residui di mannosio 6-fo- 
sfato catalizzata da una fosfatasi. Il recettore viene poi ri- 
ciclato e torna al complesso di Golgi; vescicole che con- 
tengono le idrolasi gemmano dalle vescicole di segrega- 
zione e si dirigono verso i lisosomi. Nelle cellule trattate 
con tunicamicina (Figura 27.39, tappa ©), le idrolasi che 
dovrebbero essere dirette ai lisosomi vengono invece se- 
crete, confermando che l’oligosaccaride legato in N svolge 
un ruolo chiave nell’indirizzare questi enzimi ai lisosomi. 

Anche i meccanismi che dirigono le proteine ai mito- 
condri e ai cloroplasti si basano sulle sequenze di segna- 
le amminoterminali. Sebbene i mitocondri e i cloroplasti 
contengano DNA, le loro proteine vengono in gran parte 
codificate dal DNA nucleare e da lì devono essere traspor- 
tate agli organelli appropriati. A differenza del trasporto 
delle proteine verso l’ER, il meccanismo di trasporto ai mi- 
tocondri e ai cloroplasti inizia solo dopo che una proteina 
precursore è stata completamente sintetizzata e rilasciata 
dal ribosoma. I precursori proteici destinati ai mitocondri 
e ai cloroplasti si legano a proteine chaperone del citosol 
e vengono rilasciati nei pressi di recettori situati sulla su- 
perficie esterna degli organelli a cui sono destinati. Mec- 
canismi specializzati nella traslocazione portano la protei- 
na alla sua destinazione finale negli organelli, dopo che la 
sequenza di segnale è stata rimossa. 
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Figura 27.40 Via percorsa dalle proteine destinate ai lisosomi, 
alla membrana plasmatica o alla secrezione. Le proteine si 
spostano dall'ER sul lato cis del complesso di Golgi per mezzo 

di vescicole di trasporto. La scelta della destinazione avviene 
principalmente sul lato trans del complesso di Golgi. 
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destinate ai lisosomi. 


e Lesequenze di segnale per il trasporto 

delle proteine nel nucleo non vengono eliminate 
La comunicazione molecolare tra il nucleo e il citosol ri- 
chiede il passaggio di molecole attraverso i pori nucleari. 
Le molecole di RNA sintetizzate nel nucleo sono esporta- 
te nel citosol. Le proteine ribosomiali sintetizzate sui ribo- 
somi citosolici sono trasferite nel nucleo e organizzate in 
subunità ribosomiali 60S e 30S nel nucleolo; il ribosoma 
completo viene poi trasferito nuovamente nel citosol. Nu- 
merose proteine nucleari (RNA e DNA polimerasi, isto- 
ni, topoisomerasi, proteine che regolano l’espressione ge- 
nica, ecc.) vengono sintetizzate nel citosol e trasferite nel 
nucleo. Questo traffico di proteine è regolato da un com- 
plesso sistema di segnali molecolari e di proteine di tra- 
sporto ancora in fase di studio. 

Nella maggior parte degli eucarioti pluricellulari, l’in- 
volucro nucleare si disgrega a ogni divisione cellulare. 
Quindi, una volta completata la divisione e una volta ri- 
formatosi l’involucro, le proteine nucleari disperse nel ci- 
tosol devono essere reimportate nel nucleo. Al fine di per- 
mettere il frequente passaggio delle proteine nucleari dal 
citosol al nucleo, la sequenza di localizzazione nucleare 
(NLS), che dirige la proteina al nucleo, non viene rimossa 
una volta che la proteina è giunta a destinazione. ENLS, al 


Residuo di mannosio 6-fosfato 


contrario di altre sequenze di segnale, può trovarsi quasi 
dovunque lungo la sequenza primaria della proteina. Le 
sequenze NLS possono essere molto diverse, ma molte di 
esse consistono di 4-6 residui amminoacidici che includo- 
no diversi residui basici (Arg o Lys). 

Il trasporto nel nucleo è mediato da alcune proteine 
che passano dal citosol al nucleo e viceversa (Figura 27.42), 
come l’importina a e f e una piccola GTPasi, nota come 
Ran (Ras-related nuclear protein, proteina nucleare correla- 
ta alla Ras). Un eterodimero costituito da importina a e B 
funziona come un recettore solubile per le proteine indiriz- 
zate al nucleo, con la subunità a che lega le proteine NLS 
nel citosol. Il complesso della proteina NLS e dell’importi- 
na si accosta a un poro nucleare ed è trasportato attraver- 
so il poro mediante un meccanismo dipendente dall’ener- 
gia. Nel nucleo l’importina f viene legata da Ran GTPasi 
che rilascia l’importina } dalla proteina importata. Lim- 
portina a viene legata da Ran e da CAS (proteina cellula- 
re suscettibile all’apoptosi) e separata dalla proteina NLS. 
Le importine a e f, nei loro complessi con Ran e CAS, so- 
no quindi portate fuori dal nucleo. Nel citosol Ran idro- 
lizza il GTP con conseguente rilascio delle importine che 
tornano quindi libere e pronte per ricominciare un altro 
ciclo. La proteina Ran stessa viene reimportata nel nucleo 
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Figura 27.42 Trasporto delle proteine nel nucleo. 

(a) © Una proteina con un appropriato segnale di localizzazione 
nucleare (NLS, nuclear localization signal) si lega a un complesso di 
importina a e .@ Il complesso che ne risulta si lega a un poro nucleare 
e viene traslocato. ® All'interno del nucleo il legame di Ran-GTP 
promuove la dissociazione dell'importina B. © L'importina a si lega a 
Ran-GTP e alla proteina CAS (cellular apoptosis susceptibility protein) e la 
proteina nucleare viene rilasciata. @ Le importine a e f e CAS vengono 
trasportate fuori del nucleo e riciclate. Sono rilasciate nel citosol, 


tramite un processo che inizia con il legame di Ran-GDP 
al fattore per il trasporto nucleare 2 (NTF2). Nel nucleo 
il GDP legato a Ran è scambiato con GTP mediante l’azio- 
ne del fattore di scambio dei nucleotidi guanosinici (Ran- 
GEF; vedi il Box 12.2). 


e Ancheibatteriutilizzano sequenze di segnale 

per trasportare le proteine alla destinazione finale 
Anche i batteri possono indirizzare alcune loro proteine 
alle membrane interna ed esterna, allo spazio periplasma- 
tico compreso tra queste membrane o al mezzo extracel- 
lulare. Questo trasporto a destinazione utilizza sequenze 
di segnale presenti in corrispondenza del terminale am- 
minico delle proteine (Figura 27.43) ed è molto simile a 
quello delle proteine eucariotiche dirette all’ER, ai mito- 
condri e ai cloroplasti. 

La maggior parte delle proteine esportate da E. coli 
utilizza il meccanismo mostrato nella Figura 27.44. Do- 
po la traduzione, una proteina che deve essere esportata 
si ripiega molto lentamente, perché la sequenza ammi- 
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quando l'enzima Ran idrolizza il GTP a esso legato. @ Ran-GDP si lega 
all'NTF2, ed è trasportato indietro nel nucleo. @ Nel nucleo, Ran- 

GEF promuove lo scambio di GDP con GTP e il Ran-GTP è pronto per 
associarsi a un altro complesso formato dalla proteina che reca il segnale 
e l'importina. (b) Fotografia al microscopio elettronico a scansione della 
superficie della membrana nucleare, che mostra numerosi pori nucleari. 
Il complesso del poro nucleare è uno degli aggregati molecolari più 
grandi esistenti all'interno della cellula (M, —5 X 10°). Esso è costituito 
da molte copie di oltre 30 differenti proteine. 


noterminale impedisce l’avvolgimento. La proteina cha- 
perone solubile SecB si lega alla sequenza di segnale del- 
le proteine o ad altre caratteristiche della sua struttura 
ripiegata in modo incompleto. La proteina legata viene 
quindi ceduta a SecA, una proteina associata alla super- 
ficie interna della membrana citoplasmatica. SecA agisce 
sia da recettore sia da ATPasi di traslocazione. Una vol- 
ta dissociata da SecB, ma ancora legata a SecA, la protei- 
na passa a un complesso di traslocazione presente sulla 
membrana, costituito da SecY, E e G, e viene traslocata 
gradualmente attraverso la membrana mediante il com- 
plesso SecYEG, con spostamenti di circa 20 amminoaci- 
di per volta. Ogni fase del processo viene facilitata dall’i- 
drolisi di ATP catalizzata da SecA. 

Una proteina esportata è quindi spinta attraverso la 
membrana da una proteina SecA localizzata sulla super- 
ficie citoplasmatica, anziché essere trascinata attraverso 
la membrana da una proteina localizzata sulla superficie 
periplasmatica. Questa differenza potrebbe semplicemen- 
te riflettere la necessità che ha l’ATPasi di traslocazione di 
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Fosfatasi alcalina Met Lys Gln Ser Thr Ile Ala Leu Ala Leu Leu Pro Leu 

Proteina specifica + 

che lega la leucina Met Lys Ala Asn Ala Lys Thr Ile Ile Ala Gly Met Ile Ala Leu Ala Ile Ser His Thr Ala Met Ala Asp Asp 
B-Lattamasi $ 

di pBR322 Met Ser Ile Gln His Phe Arg Val Ala Leu Ile Pro Phe Phe Ala Ala Phe Cys Leu Pro Val Phe Ala His Pro 
Proteine della membrana esterna 

Lipoproteina Met Lys Ala Thr Lys Leu Val Leu Gly Ala Val Ile Leu Gly Ser Thr Leu Leu Ala aly "cys Ser 
LamB Leu Arg Lys Leu Pro Leu Ala Val Ala Val Ala Ala Gly Val Met Ser Ala Gn Ala Met Ala *Val Asp 
OmpA Met Met Ile Thr Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gln na Pro 


Figura 27.43 Sequenze di segnale che indirizzano le proteine 
batteriche verso destinazioni diverse. Sono evidenziati gli 
amminoacidi basici (in azzurro) vicini all'estremità amminoterminale 
e gli amminoacidi della parte centrale idrofobica (in giallo). 1 siti di 
scissione che indicano la fine delle sequenze di segnale sono indicati 


stare dove è presente l’ATP Il potenziale elettrochimico 
transmembrana può fornire l'energia per la traslocazione 
di una proteina da esportare per mezzo di un meccanismo 
non ancora noto. 

Anche se nei batteri la maggior parte delle proteine 
viene esportata attraverso questo meccanismo, alcune se- 
guono una via alternativa che utilizza segnali di riconosci- 
mento e recettori omologhi a SRP e al suo recettore negli 
eucarioti (Figura 27.38). 


e Lecelluleimportanole proteine per endocitosi 

mediata da recettori 
Alcune proteine, come la lipoproteina a bassa densità 
(LDL), la transferrina (una proteina che trasporta il fer- 


AE è ADP + P; Me ATP 
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sE 


VO 


© 


da frecce rosse. Si noti che la membrana interna dei batteri (vedi 

la Figura 1.6) è il sito in cui le proteine di rivestimento e il DNA del 
fago fd si organizzano nelle particelle fagiche. OmpA è la proteina 
A presente nella membrana esterna; LamB è il recettore cellulare di 
superficie per il batteriofago lambda. 


ro), gli ormoni peptidici e le proteine circolanti destinate 
alla degradazione, vengono importate nelle cellule cucario- 
tiche dal mezzo circostante. Esistono diverse vie che con- 
ducono all'importazione delle proteine nella cellula (Figu- 
ra 27.45). In una di esse, le proteine si legano a recettori si- 
tuati in invaginazioni della membrana dette vescicole ri- 
vestite (coated pits), dove i recettori endocitotici si trovano 
in concentrazione maggiore rispetto alle altre proteine di 
membrana. Dal lato citosolico le invaginazioni sono rive- 
stite da un reticolo formato dalla proteina clatrina, che dà 
origine a strutture poliedriche chiuse (Figura 27.46). Il latti- 
ce di clatrina si accresce man mano che aumenta il numero 
dei recettori occupati dalle proteine bersaglio, finché una 
vescicola endocitotica completa, circondata da una mem- 


Figura 27.44 Modello per l'esportazione 

di proteine nei batteri. © Un polipeptide 
neosintetizzato si lega alla proteina chaperone 
citosolica SecB, la quale @ lo cede alla proteina 
SecA, associata al complesso di traslocazione 
SecYEG sulla membrana batterica. © SecB 

viene rilasciata e SecA si inserisce nella 
membrana costringendo un segmento di circa 
20 amminoacidi della proteina da esportare a 
incunearsi nel complesso di traslocazione. 

© L'idrolisi di ATP da parte di SecA fornisce 
l'energia per una modificazione conformazionale 
che provoca il distacco di SecA dalla membrana 
e il rilascio del polipeptide. @ SecA lega 

un'altra molecola di ATP, e un altro tratto di 

20 amminoacidi viene spinto attraverso la 
membrana tramite il complesso di traslocazione. 
Le fasi © e @ vengono ripetute finché @ l’intera 
proteina è passata e rilasciata nello spazio 
periplasmatico. Il potenziale elettrochimico 
esistente attraverso la membrana (indicato con + 
e —) fornisce anche parte dell'energia necessaria 
per la traslocazione della proteina. 
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brana, si stacca dalla membrana plasmatica e penetra nel 
citoplasma, con l’aiuto di una proteina detta dinamina, do- 
tata di attività GTPasica. La clatrina viene subito rimossa 
da enzimi specifici e la vescicola si fonde con un endoso- 
ma. L'attività ATPasica della membrana endosomiale ridu- 
ce il pH all’interno degli endosomi, facilitando la dissocia- 
zione dei recettori dalle loro proteine bersaglio. In una via 


Catena. /L 
pesante/ Catena / 


leggera 


(a) (b) 


(c) 0,1 um 


Figura 27.46 La clatrina. (a) L'unità di clatrina (HL); è un trimero 
formato da tre catene leggere (L; M, 35 000) e tre catene pesanti (H; 
M,; 180 000) organizzato in una struttura a tre gambe chiamata 
triskelion. (b) | triskelion tendono a unirsi insieme formando un 
reticolo poliedrico. (c) Fotografia al microscopio elettronico di 

una vescicola rivestita sulla superficie citosolica della membrana 
plasmatica di un fibroblasto. 
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Figura 27.45 Schema 
riassuntivo delle vie di 
endocitosi nelle cellule 
eucariotiche. Le vie dipendenti 
dalla clatrina o dalla caveolina 
utilizzano l’attività GTPasica 
della dinamina per gemmare 

le vescicole dallamembrana 
plasmatica. Alcune vie non 
utilizzano la clatrina o la caveolina; 
fra queste, alcune utilizzano la 
dinamina, altre non la utilizzano. 


Vie clatrina- e caveolina- 
indipendenti 


)O 

| | 
O 

LL 


correlata è la caveolina a indurre l’invaginazione di porzio- 
ni di membrana che contengono “zattere” lipidiche (lipid 
rafts) associate a determinati tipi di recettori (vedi la Figu- 
ra 11.22). Queste vescicole endocitotiche si fondono con i 
caveosomi, strutture endocellulari contenenti la caveolina, 
dove le molecole internalizzate sono ordinate per gruppi 
per essere indirizzate in altre zone della cellula, mentre le 
caveoline sono reindirizzate sulla membrana cellulare per 
essere riciclate. Esistono anche vie di endocitosi clatrina- e 
caveolina-indipendenti; alcune utilizzano la dinamina, al- 
tre invece non la utilizzano. 

Le proteine importate e i recettori seguono quindi vie 
diverse e il loro destino varia a seconda del tipo di cellula e 
di proteina internalizzata. La transferrina e il suo recetto- 
re sono infine riciclati. Alcuni ormoni, i fattori di crescita 
e gli immunocomplessi, dopo aver indotto la risposta ap- 
propriata nella cellula, vengono degradati insieme ai loro 
recettori. Le LDL vengono degradate dopo che il colestero- 
lo a esse associato è stato appropriatamente distribuito, ma 
il recettore delle LDL viene riciclato (vedi la Figura 21.41). 

Lendocitosi mediata dai recettori è sfruttata da alcu- 
ne tossine e dai virus per penetrare nelle cellule. Seguo- 
no questa via il virus dell'influenza, la tossina difterica e 
la tossina del colera. 


© Intuttele cellule la degradazione delle proteine 
è mediata da sistemi specializzati 

La degradazione delle proteine impedisce la formazione 
di proteine anomale o non necessarie e permette il riciclo 
degli amminoacidi. Lemivita delle proteine eucariotiche 
varia da 30 secondi a molti giorni. Il turnover della mag- 
gior parte delle proteine è rapido rispetto al tempo di vita 
delle cellule, anche se alcune proteine (come l’emoglobi- 
na) durano per l’intera vita della cellula (circa 110 giorni 
per gli eritrociti). Le proteine che vengono degradate più 
rapidamente includono quelle difettose per l’inserimen- 
to di amminoacidi sbagliati o per danneggiamenti occorsi 
durante il normale funzionamento. Anche gli enzimi che 
agiscono in punti di regolazione chiave sono sottoposti a 
un rapido turnover. 
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Sia nei batteri sia negli eucarioti, le proteine difettose 
e quelle con emivita particolarmente breve sono general- 
mente degradate da sistemi citosolici ATP-dipendenti. Nei 
vertebrati, un secondo sistema agisce nei lisosomi e serve 
a riciclare gli amminoacidi delle proteine di membrana, 
delle proteine extracellulari e delle proteine con emivita 
particolarmente lunga. 

In E. coli molte proteine sono degradate da una protea- 
si ATP-dipendente chiamata Lon: il nome si riferisce alla 
vita più lunga (long) di proteine osservata quando questa 
proteasi è assente. La proteasi viene attivata solo in presen- 
za di proteine difettose o caratterizzate da rapido ricam- 
bio; due molecole di ATP vengono idrolizzate per ciascun 
legame peptidico scisso. La precisa funzione molecolare 
dell’idrolisi di ATP durante la scissione del legame pep- 
tidico non è chiara. Quando la proteina è ridotta a brevi 
peptidi inattivi, altre proteasi ATP-indipendenti comple- 
tano il processo degradativo. 

Negli eucarioti la via ATP-dipendente è diversa poiché 
coinvolge la proteina ubiquitina che, come suggerisce il 
nome, è presente in tutti gli eucarioti. Lubiquitina (76 re- 
sidui amminoacidici) è una delle proteine note più conser- 
vate ed è essenzialmente identica in organismi molto di- 
versi tra loro come i lieviti e l’uomo. Pubiquitina viene le- 
gata covalentemente alle proteine in fase di degradazione 
attraverso una via ATP-dipendente che utilizza tre enzimi 
distinti chiamati gli enzimi che attivano E], gli enzimi che 
legano E2 e le ligasi E3 (Figura 27.47). 

Le proteine ubiquitinate vengono degradate da 
un grande complesso, chiamato proteasoma 26S 
(M, 2,5 X 10°) (Figura 27.48). Il proteasoma eucariotico 
consiste di due copie, ciascuna formata da almeno 32 sub- 
unità diverse, la maggior parte delle quali è altamente 
conservata, dai lieviti all'uomo. Il proteasoma contiene 
due tipi principali di subcomplessi: una particella cen- 
trale (core) con un motivo a barile, e particelle regolatri- 
ci in ambedue le estremità del barile. Il nucleo 20S del- 
la particella è composto da quattro anelli. I due anelli 
alle estremità sono formati da sette subunità a, mentre 
quelli interni da sette subunità p. Tre delle sette subuni- 
tà in ciascun anello B hanno attività proteasica, ciascuna 
con differente specificità di substrato. Gli anelli impila- 
ti della particella centrale formano la struttura a barile, 
all’interno della quale vengono degradate le proteine. Su 
ciascuna estremità del nucleo vi è una particella regola- 
trice 19S che contiene approssimativamente 18 subuni- 
tà, comprese alcune che riconoscono e legano le protei- 
ne ubiquitinate. Sei subunità sono AAA+ ATPasi (vedi 
il Capitolo 25) e probabilmente hanno un ruolo nel pro- 
cesso di disavvolgimento delle proteine ubiquitinate e 
nella traslocazione del polipeptide disavvolto nella par- 
ticella centrale dove viene degradato. La particella 19S 
deubiquitina le proteine appena vengono degradate nel 
proteasoma. La maggior parte delle cellule ha altri com- 
plessi di regolazione, che possono sostituire la particel- 
la 19S. Questi regolatori alternativi, che non idrolizzano 
ATP e non legano ubiquitina, sono importanti per la de- 
gradazione di particolari proteine cellulari. Il proteaso- 
ma 26S può essere “accessoriato” con complessi regola- 
tori, che cambiano col variare delle condizioni cellulari. 
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Figura 27.47 Il processo in tre tappe per il legame 
dell’ubiquitina a una proteina bersaglio. Sono coinvolti due diversi 
intermedi enzima-ubiquitina. Il gruppo carbossilico libero del residuo 
di Gly carbossiterminale dell'ubiquitina viene prima legato a un 
enzima attivatore appartenente alla classe degli enzimi E1 attraverso 
un legame tioestere. L'ubiquitina viene poi trasferita a un enzima 

E2 di coniugazione. Infine una ligasi E3 catalizza il trasferimento 
dell'ubiquitina da E2 alla proteina bersaglio legando l'ubiquitina 
attraverso un legame ammidico (isopeptidico). Cicli ulteriori 
producono la poliubiquitina, un polimero formato da più unità di 
ubiquitina legate covalentemente, che negli eucarioti indirizzano la 
proteina a cui sono legate verso la degradazione. Nella maggior parte 
delle cellule eucariotiche sono presenti moltissime vie di questo tipo, 
aventi differenti proteine bersaglio. 


Anche se i segnali che innescano l’ubiquitinazione non 
sono tutti noti, ne è stato scoperto uno molto semplice. Per 
molte proteine, l’identità del primo residuo amminoacidi- 
co, che rimane dopo la rimozione del residuo di Met am- 
minoterminale, e qualsiasi altra modificazione proteolitica 
nella regione amminoterminale hanno una profonda in- 
fluenza sull’emivita (Tabella 27.9). Questi segnali ammi- 
noterminali si sono conservati per miliardi di anni di evo- 
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MI Tabella 27.9 Correlazione tra l'emivita di una proteina 
e il suo residuo amminoacidico 
amminoterminale 


Residuo amminoterminale Emivita * 
Stabilizzanti 

Met, Gly, Ala, Ser, Thr, Val >20 ore 
Destabilizzanti 

Ile, Gln -30 min 
Tyr, Glu -10 min 
Pro 7 min 
Leu, Phe, Asp, Lys -3 min 
Arg -2min 


Fonte: modificata da Bachmair, A., Finley, D., e Varshavsky, A., In vivo half- 
life of a protein is a function of its amino-terminal residue, Science 234, pp. 
179-186, 1986. 

* I tempi di emivita sono stati misurati nel lievito per la B-galattosidasi modi- 
ficata in modo tale che in ciascun esperimento questa avesse un residuo ammi- 
noterminale diverso. I tempi di emivita possono variare nelle diverse proteine 
o nei diversi organismi, ma la linea di tendenza è la stessa in tutti gli organismi. 


luzione e sono gli stessi nei sistemi di degradazione delle 
proteine batteriche e nei sistemi dipendenti dall’ubiquiti- 
na nell'uomo. Sono stati identificati anche sistemi più com- 
plessi, come il “box” di riconoscimento per le proteine da 
degradare, illustrato nel Capitolo 12 (vedi la Figura 12.47). 

La proteolisi ubiquitina-dipendente è importante per 
la regolazione dei processi cellulari come per l’eliminazio- 
ne delle proteine difettose. Molte proteine, necessarie solo 
durante una fase del ciclo cellulare eucariotico, vengono 
rapidamente degradate dalla via ubiquitina-dipendente, 
dopo aver terminato la loro funzione. La distruzione delle 
cicline ubiquitina-dipendente è fondamentale per la rego- 
lazione del ciclo cellulare (vedi la Figura 12.47). I compo- 
nenti E1, E2 ed E3 della via dell’ubiquitina (Figura 27.47) 
sono in realtà due grandi famiglie proteiche. Differenti en- 
zimi E1, E2 ed E3 hanno diverse specificità per le proteine 
bersaglio e quindi regolano processi cellulari diversi. Al- 
cuni di questi enzimi E1, E2 ed E3 sono specificamente lo- 
calizzati in alcuni compartimenti cellulari, a indicare una 
funzione specializzata. 
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Figura 27.48 Struttura tridimensionale del 
proteasoma eucariotico. Il proteasoma 26S è 
altamente conservato in tutti gli eucarioti. Le due 
substrutture sono il nucleo 20S e la particella 
regolatrice 195. (a) (PDB ID 3L5Q) Il nucleo è costituito 
da quattro anelli sovrapposti e ha una struttura simile a 
un barile. Ciascuno degli anelli interni possiede diverse 
subunità f (in marrone scuro), tre delle quali hanno 
attività proteasica. Gli anelli esterni possiedono sette 
diverse subunità a (in marrone chiaro). Una particella 
20S regolatrice (in grigio) forma un cappuccio su ciascuna 
estremità del nucleo. (b) La particella regolatrice 
si lega alle proteine ubiquitinate, le disavvolge e le 
trasporta nel nucleo, dove verranno degradate in 
peptidi lunghi da 3 a 25 residui amminoacidici. 


Non sorprende che alcuni difetti nella via di ubi- 
F quitinazione siano coinvolti in un’ampia gamma 
di malattie. L’incapacità di degradare certe pro- 
teine che attivano la divisione cellulare (i prodotti degli 
oncogeni) può condurre alla formazione di tumori, ma an- 
che una degradazione troppo rapida delle proteine che 
agiscono da soppressori tumorali può avere lo stesso effet- 
to. La degradazione troppo lenta o troppo rapida delle pro- 
teine cellulari ha un ruolo anche in diverse altre condizio- 
ni: malattie renali, asma, malattie neurodegenerative co- 
me l'Alzheimer e il Parkinson (associate alla formazione 
di strutture di derivazione proteica nei neuroni), la fibro- 
si cistica (causata in alcuni casi da una degradazione trop- 
po rapida del canale per lo ione cloro, con perdita della sua 
funzione; vedi il Box 11.2), la sindrome di Liddle (in cui un 
canale del sodio nel rene non viene degradato, con conse- 
guente eccessivo assorbimento dell’Na* e ipertensione 
precoce) e molte altre malattie. Si stanno sviluppando far- 
maci progettati per inibire la funzione del proteasoma per 
il potenziale trattamento di alcune di queste patologie. In 
un ambiente sottoposto a continui cambiamenti metabo- 
lici, la degradazione delle proteine è importante per la so- 
pravvivenza della cellula quanto la sintesi delle proteine. 
C'è ancora molto da imparare su questi interessanti mec- 
canismi. O 


SOMMARIO 27.3 
Trasporto alla destinazione finale (targeting) 
e degradazione delle proteine 

e Dopo la sintesi, molte proteine vengono indirizzate 
verso particolari localizzazioni nella cellula. Il mecca- 
nismo di trasporto “indirizzato” coinvolge una sequen- 
za di segnale, che in genere si trova all'estremità ammi- 
noterminale di una proteina neosintetizzata. 

e Nelle cellule eucariotiche, ogni classe di sequenza di 
segnale viene riconosciuta da una particella di rico- 
noscimento (SRP), che si lega alla sequenza di segnale 
non appena questa compare sul ribosoma, e trasferisce 
l’intero ribosoma e il polipeptide incompleto all’ER. I 
polipeptidi con queste sequenze di segnale vengono 
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trasferiti nel lume dell’ER subito dopo essere stati sin- 
tetizzati. Una volta nel lume, essi possono essere modi- 
ficati e trasferiti nel complesso di Golgi, per essere poi 
selezionati e inviati ai lisosomi, alla membrana plasma- 
tica, o alle vescicole di trasporto. 


Anche le proteine indirizzate ai mitocondri e ai cloro- 


plasti, nelle cellule eucariotiche, e quelle destinate a 
essere esportate, nei batteri, fanno uso di una sequen- 
za di segnale amminoterminale. 


Le proteine destinate al nucleo hanno una sequenza di 


segnale interna che, al contrario delle altre sequenze 
di segnale, non viene scissa una volta che la proteina è 
stata trasportata con successo fino alla sua destinazione. 


Alcune cellule eucariotiche importano le proteine per 


endocitosi mediata da recettori. 


Tutte le cellule degradano le proteine, utilizzando si- 


stemi proteolitici specializzati. Le proteine difettose e 
quelle che subiscono la degradazione durante il turn- 
over, in genere vengono scisse da un sistema ATP-di- 
pendente. Nelle cellule eucariotiche le proteine, prima 
di essere degradate, vengono marcate mediante il le- 
game con l’ubiquitina, una proteina altamente conser- 
vata. La proteolisi ubiquitina-dipendente è catalizzata 
dai proteasomi, anch'essi altamente conservati, ed è 
cruciale per la regolazione di molti processi cellulari. 


AN Termini chiave 


=) 1termini in grassetto sono definiti nel glossario. & 


allungamento 1154 
amminoacil-tRNA 1128 
amminoacil-tRNA 
sintetasi 1128 
anticodone 1133 
cicloesimide 1161 
clatrina 1169 
cloramfenicolo 
codone 1128 
codone di inizio 1131 
codoni di 
terminazione 
complesso di 
inizio 1152 
complesso di traslocazione 
del peptide 1165 
dinamina 1170 
editing dell’RNA 1135 
fattori di 
allungamento 1154 
fattori di rilascio 1156 
inizio 1151 

ipotesi 

dell’oscillazione 1134 
modificazione post- 
traduzionale 1160 
particella di 
riconoscimento del 
segnale (SRP) 1164 
peptidil trasferasi 1155 
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polisoma 1158 
proteasoma 26S 1171 
puromicina 1161 
quadro di lettura 1128 
quadro di lettura aperto 
(ORF) 1133 
ricina 1162 
sequenza di localizzazione 
nucleare (NLS) 1167 
sequenza di segnale 1160 
sequenza di Shine- 
Dalgarno 1151 
sito amminoacilico (A) 
1151 
sito di uscita (E) 1151 
sito peptidilico (P) 1151 
slittamento 
del quadro di 
lettura 1135 
soppressore non 
senso 1158 
streptomicina 
terminazione 1156 
tetracicline 1161 
tossina difterica 1162 
traduzione 1128 
traslocazione 1155 
tunicamicina 1165 
ubiquitina 1171 
vescicole rivestite 1169 
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=N Problemi 
1. 


Traduzione dell’RNA messaggero. Prevedete le se- 
quenze amminoacidiche dei peptidi formati dai ribo- 
somi a partire dai seguenti mRNA, supponendo che il 
codone di inizio sia rappresentato dalle prime tre basi 
di ciascuna sequenza. 

(a) GGUCAGUCGCUCCUGAUU 

(b) UUGGAUGCGCCAUAAUUUGCU 

(c) CAUGAUGCCUGUUGCUAC 

(d) AUGGACGAA 

2. Quante diverse sequenze di mRNA possono codi- 
ficare una singola sequenza amminoacidica? Scri- 
vete tutte le possibili sequenze di mRNA che possono 
codificare il semplice tripeptide Leu-Met-Tyr. La vostra 
risposta vi darà un’idea di quanti mRNA possono codi- 
ficare un singolo polipeptide. 

3. Si può prevedere una sequenza di basi di mRNA 
dalla sequenza amminoacidica del suo prodot- 
to polipeptidico? Una data sequenza di basi di un 
mRNA codifica una sola sequenza di amminoacidi di 
un polipeptide, se si conosce il quadro di lettura. Dal- 
la sequenza nota di amminoacidi di una proteina co- 
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me il citocromo c è possibile prevedere la sequenza di 
basi dell'unico mRNA che la codifica? Motivate la vo- 
stra risposta. 

Codifica di un polipeptide da parte di un DNA a 
doppia elica. La catena stampo di un segmento di 
DNA a doppia elica contiene la sequenza 


(G)CITAACACCCCIGACITCGCGOCCTCGO") 


(a) Quale sequenza di basi di mRNA può essere tra- 
scritta da questo stampo? 

(b) Quale sequenza amminoacidica potrebbe essere 
codificata dalla sequenza di basi dell’'mRNA di (a), 
iniziando dall’estremità 5’? 

(c) Se la catena complementare (non stampo) di questo 
segmento di DNA fosse trascritta e tradotta, la se- 
quenza amminoacidica risultante sarebbe la stessa 
di (b)? Spiegate il significato biologico della vostra 
risposta. 

La metionina è codificata da un solo codone. La 

metionina è uno dei due amminoacidi che hanno un 

solo codone. Come può il singolo codone per la metio- 
nina codificare sia il residuo iniziale, sia i residui inter- 
ni di Met nei polipeptidi sintetizzati da E. colî? 

mRNA sintetici. Il codice genetico fu chiarito trami- 
te l’impiego di poliribonucleotidi sintetizzati enzima- 
ticamente o chimicamente in laboratorio. Come sin- 
tetizzereste un poliribonucleotide in grado di funzio- 
nare come un mRNA che codifica molti residui di Phe 

e un piccolo numero di residui di Leu e Ser? Quale o 

quali altri amminoacidi dovrebbero essere codificati 

da questo poliribonucleotide, ma in quantità minore? 

Costo energetico della sintesi proteica. Determina- 

te il costo energetico minimo, in termini di equivalenti 

di ATP ad alta energia utilizzati, necessario per la bio- 

sintesi della catena B-globinica dell'emoglobina (146 

residui), avendo a disposizione tutti gli amminoacidi 

necessari, ATP e GTP. Confrontate la vostra risposta 

con la spesa energetica necessaria per la biosintesi di 

una catena lineare di glicogeno, formata da 146 mole- 

cole di glucosio legate in posizione (a1 + 4), avendo 

a disposizione glucosio, UTP e ATP (Capitolo 15). Dai 

dati in vostro possesso, qual è il costo energetico extra 

per costruire una proteina nella quale tutti i residui 
sono ordinati in una sequenza specifica, confrontato 
al costo energetico per la produzione di un polisacca- 
ride che contiene lo stesso numero di residui, ma che 

è privo dell’informazione contenuta nella proteina? 

Oltre ai costi di energia diretta, la sintesi di una pro- 

teina richiede anche costi energetici indiretti necessari 

per costruire gli enzimi della sintesi proteica. Confron- 
tate l'ordine di grandezza dei costi indiretti per una cel- 
lula eucariotica richiesti per la biosintesi di una catena 

di glicogeno lineare (a1-4) rispetto a quelli richiesti 

per la biosintesi di polipeptidi, per quanto concerne i 

complessi enzimatici coinvolti. 

Previsione degli anticodoni a partire dai codoni. 

Molti amminoacidi hanno più di un codone e sono le- 

gati a più di un tRNA, ciascuno con un anticodone di- 

verso. Scrivete tutti i possibili anticodoni per i quattro 

codoni della glicina: (5’)GGU, GGC, GGA e GGG. 
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(a) In base alla vostra risposta, quali delle posizioni de- 
gli anticodoni rappresentano i determinanti fonda- 
mentali per la specificità dei loro codoni nel caso 
della glicina? 

(b) Quali di questi accoppiamenti anticodone-codone 
hanno un appaiamento di basi oscillante? 

(c) In quali degli accoppiamenti anticodone-codone 
tutte e tre le posizioni hanno forti legami idrogeno 
del tipo Watson-Crick? 


9. Effetto della sostituzione di una singola base sulla 


sequenza amminoacidica. Le sostituzioni di singoli 
residui nella sequenza amminoacidica di proteine mu- 
tanti hanno confermato l’importanza del codice gene- 
tico. Quali delle seguenti modificazioni di singoli am- 
minoacidi possono risultare da una mutazione punti- 
forme? Quali no? Perché? 

(a) Phe > Leu 

(b) Lys > Ala 

(c) Ala Thr 

(d) Phe > Lys 

(e) Ile > Leu 

(f) His> Glu 

(g) Pro > Ser 


10. Resistenza del codice genetico alla mutazione. La 


sequenza di RNA riportata di seguito rappresenta l’i- 
nizio di un quadro di lettura aperto. Quali variazioni 
(se ce ne fossero) potrebbero avvenire in ciascuna po- 
sizione senza produrre un cambiamento nel residuo 
amminoacidico codificato? 


(5')AUGAUAUUGCUAUCUUGGACU 


11.Le basi della mutazione dell’anemia falciforme. 


Nell’emoglobina delle cellule falciformi, un residuo di 
Val in posizione 6 della catena della B-globina sostitui- 
sce un residuo di Glu presente nella normale emoglo- 
bina A. Potete prevedere quale mutazione è avvenuta 
nel codone per il Glu per giustificare questa sostituzio- 
ne con Val? 


12. Correzione delle bozze da parte delle amminoa- 


cil-tRNA sintetasi. La isoleucil-tRNA sintetasi svol- 
ge una funzione di correzione delle bozze che assicu- 
ra la fedeltà della reazione di amminoacilazione, ma 
l’istidil-tRNA sintetasi è priva di tale funzione. Spie- 
gate perché. 


13. Importanza del “secondo codice genetico”. Alcune 


amminoacil-tRNA sintetasi non si legano all’anticodo- 

ne del loro corrispondente tRNA, ma utilizzano altre 

caratteristiche strutturali dei tRNA per ottenere la spe- 

cificità di legame. ItRNA per l’alanina appartengono a 

quanto pare a questa categoria. 

(a) Quali caratteristiche del tRNA" vengono ricono- 
sciute dalla Ala-tRNA sintetasi? 

(b) Descrivete le conseguenze di una mutazione CH>G 
nella terza posizione dell’anticodone del tRNAA", 

(c) Quali altri tipi di mutazione possono avere effetti 
simili? 

(d) Mutazioni di questo tipo non sono mai state riscon- 
trate in natura. Perché? (Suggerimento: pensate a 
che cosa potrebbe accadere sia alle singole protei- 
ne sia all'intero organismo.) 
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14. 


15. 


16. 


17. 


18. 


Il ruolo dei fattori di traduzione. Un ricercatore ha 
isolato delle varianti mutate dei fattori di traduzione 
batterici IF-2, EF-Tu ed EF-G. In ciascun caso, la muta- 
zione permette il corretto ripiegamento della proteina 
e il legame del GTP, ma non consente, invece, l’idrolisi 
del GTP A livello di quale tappa ciascuna delle proteine 
mutanti isolate dal ricercatore bloccherà la traduzione? 
Mantenimento della fedeltà della sintesi proteica. 
I meccanismi chimici utilizzati per evitare errori nella 
sintesi proteica sono diversi da quelli usati durante la 
replicazione del DNA. Le DNA polimerasi utilizzano 
un'attività esonucleasica 3'+5' di proofreading per ri- 
muovere appaiamenti di nucleotidi inseriti per sbaglio 
in una catena di DNA nascente. Non esiste un’analoga 
funzione di proofreading nei ribosomi; infatti, l’iden- 
tità degli amminoacidi legati ai tRNA e aggiunti al po- 
lipeptide nascente non viene controllata. Un passaggio 
di proofreading che provvedesse all’idrolisi dell’ultimo 
legame peptidico formato quando un amminoacido er- 
rato viene inserito in un polipeptide (analogamente al 
passaggio di proofreading delle DNA polimerasi) non 
è chimicamente conveniente. Perché? (Suggerimento: 
considerate il modo in cui il legame tra il polipeptide 
in crescita e I'mRNA è mantenuto durante l’allunga- 
mento; vedi le Figure 27.29 e 27.30.) 

Come prevedere la localizzazione cellulare di una 
proteina. Il gene di un polipeptide eucariotico lungo 
300 residui amminoacidici è alterato in maniera tale 
che la sequenza di segnale riconosciuta dalla SRP si 
trova all'estremità amminoterminale del polipeptide, 
mentre la sequenza di localizzazione nucleare (NLS) 
è situata internamente a partire dal residuo 150. Do- 
ve è probabile che si trovi questa proteina nella cel- 
lula? 

Requisiti per la traslocazione di una proteina at- 
traverso una membrana. La proteina secretoria bat- 
terica OmpA ha un precursore, ProOmpA, il quale con- 
tiene all'estremità amminoterminale la sequenza di se- 
gnale necessaria per la secrezione. Se una certa quan- 
tità di ProOmpA purificata viene denaturata in 8 Mm di 
urea e quindi si rimuove l’urea (per esempio facendo 
passare rapidamente la proteina in soluzione attraver- 
so una colonna per gelfiltrazione), la proteina può es- 
sere traslocata attraverso membrane batteriche inter- 
ne isolate in vitro. Tuttavia, la traslocazione diventa im- 
possibile se la ProOmpA viene incubata per poche ore 
in assenza di urea. Inoltre, la capacità di traslocazione 
viene mantenuta per un lungo periodo se la ProOmpA 
viene incubata in presenza di un’altra proteina batteri- 
ca chiamata fattore di innesco. Descrivete la probabile 
funzione di questo fattore. 

Capacità di codificare proteine da parte di un 
DNA virale. Il genoma del batteriofago dX174 è lun- 
go 5386 coppie di basi e include 10 geni che codificano 
proteine contrassegnate con lettere che vanno da A a 
K, la cui dimensione è indicata nella tabella riportata 
di seguito. Quanto DNA sarebbe necessario per codifi- 
care queste 10 proteine? Come potete conciliare la di- 
mensione del genoma di $X174 con la sua capacità di 
codificare proteine? 
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Numero Numero 
di residui di residui 
Proteina amminoacidici Proteina amminoacidici 
A 455 F 427 
B 120 G 175 
C 86 H 328 
D 152 J 38 
E 91 K 56 


Rò Problema sull’analisi dei dati 
Hla= 


19. Progettazione di proteine utilizzando la sintesi di 


geni randomizzati. Gli studi sulle sequenze ammi- 
noacidiche e sulle corrispondenti strutture tridimen- 
sionali delle proteine native e mutanti hanno notevol- 
mente contribuito a chiarire i principi che governano 
il ripiegamento delle proteine. Un'importante verifica 
sarebbe quella di progettare una proteina, basandosi 
su questi principi, e verificare se essa si ripiega come 
atteso. 

Kamtekar e collaboratori (1993) hanno utilizzato le 
proprietà del codice genetico per generare sequenze 
proteiche casuali con disposizioni ben definite di resi- 
dui idrofilici e idrofobici. Il loro approccio consiste nel 
combinare le conoscenze sulla struttura delle protei- 
ne, sulle proprietà degli amminoacidi e sul codice ge- 
netico, per esplorare i fattori che influenzano la strut- 
tura delle proteine. 

Essi cominciarono col costruire un gruppo di proteine 
aventi la semplice struttura mostrata nella figura qui 
sotto, costituita da un insieme di quattro eliche. Le a 
eliche (mostrate come cilindri) sono connesse da seg- 
menti ad avvolgimento casuale (in rosso): ciascuna a 
elica è anfipatica, con i residui R da un lato dell’elica 
esclusivamente idrofobici (in giallo), e quelli dall’al- 
tro lato dell’elica esclusivamente idrofilici (in azzur- 
ro). Una proteina formata da quattro di tali segmenti 
separati da corte sequenze random dovrebbe ripiegar- 
si in modo che le zone idrofiliche siano rivolte verso il 
solvente. 


a 
NH; 


Un’a elica anfipatica Un insieme di quattro eliche 


(a) Quali forze o interazioni tengono insieme le quat- 
tro a eliche, formando una struttura ordinata? La 
Figura 4.4a mostra un segmento di a elica formato 
da 10 residui amminoacidici. Quattro gruppi R (sfe- 
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re color viola) si estendono dal lato sinistro dell’eli- 
ca, mentre sei si estendono dal lato destro, rispetto 
all’asse centrale. 

(b) Numerate i gruppi R della Figura 4.4a, dalla parte 
alta (amminoterminale; 1) alla parte bassa (carbos- 
siterminale; 10). Quali gruppi R si estendono dal la- 
to sinistro, e quali dal lato destro? 

(c) Supponete di dover progettare questo segmento di 
10 amminoacidi sotto forma di un'elica anfipatica, 
con il lato sinistro idrofilico e il destro idrofobico. 
Proponete una sequenza di 10 amminoacidi che po- 
trebbe ripiegarsi per formare la struttura proposta. 
Sono possibili più risposte corrette. 

(d) Proponete una possibile sequenza di DNA a dop- 
pia elica che potrebbe codificare la sequenza am- 
minoacidica scelta in (c). (Si tratta della porzione 
interna di una proteina, quindi non c’è bisogno di 
includere codoni di inizio o di stop.) 

Invece di progettare proteine con specifiche sequen- 

ze, Kamtekar e collaboratori hanno progettato protei- 

ne con sequenze parzialmente casuali, ma con i resi- 
dui idrofobici e idrofilici disposti in posizioni control- 
late. Essi sfruttarono alcune interessanti proprietà del 
codice genetico per costruire una libreria di molecole 

di DNA sintetico, con sequenze parzialmente casuali 

distribuite in modo particolare. 

Per progettare sequenze di DNA codificanti sequenze 

casuali di amminoacidi idrofobici, i ricercatori hanno 

iniziato con il codone degenerato NTN, dove N può es- 

sere A, G, C, o T. Essi occuparono ciascuna posizione N 

includendo nella miscela di reazione per la sintesi una 

quantità equimolare di A, G, C e T, per generare una 
miscela di molecole di DNA con differenti nucleotidi 
nelle posizioni N (vedi la Figura 8.35). Analogamente, 
per codificare sequenze casuali di amminoacidi idro- 
fobici, essi iniziarono con il codone degenerato NAN, 
usando quantità equimolari di A, G e C (in questo ca- 
so omettendo T) per occupare le posizioni N. 


CAPITOLO 27 
Metabolismo delle proteine 


(e) Quali amminoacidi sono codificati dalla tripletta 
NTN? Si tratta di amminoacidi idrofobici? Sono co- 
dificati tutti i possibili amminoacidi idrofobici? 

(f) Quali amminoacidi sono codificati dalla tripletta 
NAN? Tutti gli amminoacidi polari sono codificati 
dalla tripletta NAN? 

(g) Nella sintesi dei codoni NAN, perché è stato neces- 
sario eliminare T dalla miscela di reazione? 

Kamtekar e collaboratori hanno clonato questa libreria 

di sequenze casuali di DNA in plasmidi, ne hanno sele- 

zionati 48 che producevano il corretto pattern di am- 

minoacidi idrofilici e idrofobici, e li hanno espressi in 

E. coli. Il passo successivo doveva essere quello di de- 

terminare se le proteine si ripiegavano nel modo at- 

teso. Ma sarebbe stato troppo impegnativo esprime- 
re ciascuna proteina e cristallizzarla, per determinar- 
ne poi la struttura tridimensionale. Invece il gruppo 

di Kamtekar utilizzò il sistema di sintesi proteica di 

E. coli per eliminare quelle sequenze che producevano 

proteine notevolmente difettose. In questo screening 

iniziale, i ricercatori trattennero solo quei cloni che in 
elettroforesi su gel di poliacrilammide in SDS produ- 
cevano una banda proteica dal peso molecolare atteso 

(vedi la Figura 3.18). 

(h) Perché una proteina ripiegata in modo errato dà in 
elettroforesi una banda del peso molecolare atteso? 
Alcune proteine superarono il test iniziale e un’ul- 
teriore indagine dimostrò che esse avevano la strut- 
tura attesa a quattro eliche. 

(i) Perché non tutte le proteine con sequenze casuali 
che superarono il test iniziale avevano una struttu- 
ra a quattro eliche? 
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REGOLAZIONE 


DELL'ESPRESSIONE: 


28.1 Principidi regolazione genica 


28.2 Regolazione dell'espressione genica nei batteri 


28.3 Regolazione dell'espressione genica negli eucarioti 


olo una piccola parte dei 4000 geni di un tipico batte- 
rio o dei probabili 25 000 geni del genoma umano vie- 
ne espressa in una cellula in un determinato momen- 


to. Alcuni prodotti genici sono presenti in grande quantità: 
per esempio, i fattori di allungamento necessari per la sin- 
tesi delle proteine sono fra le proteine più abbondanti nei 
batteri, mentre la ribulosio 1,5-bisfosfato carbossilasi/0s- 
sigenasi (rubisco) delle piante e dei batteri fotosintetici è, 
per quanto sappiamo, l'enzima più abbondante della bio- 
sfera. Altri prodotti genici sono presenti in quantità infe- 
riore: per esempio, una cellula può contenere solo qualche 
molecola degli enzimi che riparano le lesioni del DNA. La 
richiesta di alcuni prodotti genici può variare nel tempo; la 
necessità di enzimi di alcune vie metaboliche può aumen- 
tare o diminuire se cambia la disponibilità dei nutrienti, 


(0) 


se le risorse alimentari scarseggiano. Durante lo svilup- 


po di un organismo pluricellulare alcune proteine che in- 
fluenzano il differenziamento cellulare sono presenti per 
breve tempo e solo in poche cellule. La specializzazione 
delle funzioni cellulari può influenzare notevolmente la 
necessità dei diversi prodotti genici; un esempio è la con- 


C 


entrazione elevata di una singola proteina, l’emoglobina, 


negli eritrociti. Dato l’elevato costo energetico della sinte- 
si delle proteine, la regolazione dell’espressione genica è 


€ 


ssenziale per utilizzare al meglio l'energia a disposizione. 
La concentrazione cellulare di una proteina è deter- 


minata da un delicato bilanciamento di almeno sette pro- 


c 
d 


SIONI 


essi, ciascuno dei quali è sottoposto a diversi meccanismi 
i regolazione. 


Sintesi del trascritto primario (trascrizione) 
Modificazioni post-trascrizionali dell'mRNA 
Degradazione dell'RNA messaggero 

Sintesi delle proteine (traduzione) 

Modificazione post-traduzionale delle proteine 
Destinazione finale (targeting) e trasporto delle pro- 
teine 

Degradazione delle proteine 


Tutti questi processi sono riassunti nella Figura 28.1 
e alcuni di essi sono già stati esaminati nei capitoli pre- 
cedenti. Le modificazioni post-trascrizionali dell'mRNA 
come lo splicing alternativo (vedi la Figura 26.21) e 
l’editing dell'RNA (vedi le Figure 27.10 e 2712), pos- 
sono determinare quali proteine vengono prodot- 
te da un singolo trascritto di mRNA e in quale quanti- 
tà. Una serie di sequenze nucleotidiche in un mRNA 
può influenzare la velocità della sua degradazione 
(pagina 1108). Molti fattori influenzano la velocità con 
cui un mRNA viene tradotto in una proteina; tra questi 
vi sono le modificazioni post-traduzionali, la destinazio- 
ne finale e l'eventuale degradazione della proteina (Ca- 
pitolo 27). 

Fra tutti i processi regolatori elencati nella Figura 28.1, 
quelli che operano a livello dell’inizio della trascrizione 
sono quelli meglio documentati. In questo capitolo la no- 
stra attenzione sarà rivolta soprattutto a questi processi, 
ma verranno presi in considerazione anche altri meccani- 
smi. Continuano a essere scoperti nuovi processi di rego- 
lazione sempre più sofisticati e talora sorprendenti, che 
sottolineano l’importanza del controllo post-trascriziona- 
le e traduzionale, specialmente negli eucarioti. Per molti 
geni, i processi di regolazione sono elaborati e ridondanti 
e possono comportare un considerevole investimento di 
energia chimica. 

Il controllo dell’inizio della trascrizione permette la re- 
golazione sincronizzata di più geni che codificano prodot- 
ti le cui attività sono interdipendenti. Per esempio, quan- 
do il loro DNA è gravemente danneggiato, le cellule bat- 
teriche devono aumentare in modo coordinato i livelli de- 
gli enzimi deputati alla riparazione del DNA. Forse la più 
sofisticata forma di coordinazione si verifica a livello dei 
complessi circuiti di regolazione che dirigono lo sviluppo 
degli eucarioti pluricellulari, un processo che coinvolge 
numerosi meccanismi di controllo. 

Inizieremo esaminando le interazioni tra le proteine e 
il DNA, fondamentali per la regolazione della trascrizione. 
Discuteremo poi le proteine che regolano l’espressione di 
geni specifici, prima nei batteri, quindi nelle cellule euca- 
riotiche. Quando sarà necessario verranno fornite infor- 
mazioni anche sulla regolazione post-trascrizionale e tra- 
duzionale, per tracciare un quadro più completo dei com- 
plessi meccanismi della regolazione genica. 
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DNA 


0 Inizio della trascrizione 


Trascritto primario 
di RNA 


2) Modificazione 
post-trascrizionale 


mRNA [MMM] © stabilità dell'RNA 


© Regolazione della traduzione 


Amminoacidi 


Proteina 


6 Modificazione 
della proteina 


Proteina 


@ Degradazione 
modificata 


Rol della proteina 


G Trasporto della proteina 


Figura 28.1 Isette processi che controllano la concentrazione 
stazionaria di una proteina. Ciascuno di questi processi ha diversi 
potenziali punti di regolazione. 


Principi di regolazione genica 


I geni di prodotti costantemente necessari, come quel- 
li che codificano enzimi che catalizzano le principali vie 
metaboliche, sono espressi a un livello pressoché costan- 
te praticamente in tutte le cellule di una data specie o di 
un dato organismo. Questi geni sono spesso chiamati ge- 
ni costitutivi (housekeeping). L'espressione costante, non 
sottoposta a regolazione, di questi geni è detta espressio- 
ne genica costitutiva. 

I livelli cellulari di altri prodotti genici aumentano e di- 
minuiscono in risposta a vari segnali molecolari; in questo 
caso si parla di espressione genica regolata. I prodotti 
genici la cui concentrazione aumenta in determinate cir- 
costanze sono detti inducibili, mentre il processo respon- 
sabile dell'aumento dell’espressione dei geni che li codifi- 
cano è chiamato induzione. l’espressione di numerosi ge- 


Regione -35 


Elemento UP, 


DNA 5’ 


Figura 28.2 Sequenza consenso di molti promotori di E. coli. 
La maggior parte delle sostituzioni di basi nelle regioni -10 e -35 
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ni che codificano enzimi deputati alla riparazione del DNA 
è indotta, per esempio, in risposta a un notevole danneg- 
giamento del DNA. Invece i prodotti genici la cui concen- 
trazione diminuisce in risposta a certi segnali molecolari 
sono chiamati reprimibili, e la riduzione dell’espressione 
dei geni che li codificano è detta repressione. Nei batteri, 
per esempio, in presenza di grandi quantità di triptofano 
si verifica la repressione dei geni per la biosintesi di que- 
sto amminoacido. 

La trascrizione è mediata e regolata dalle interazioni 
DNA-proteina, specialmente da quelle in cui sono coin- 
volti i componenti proteici dell'RNA polimerasi (Capitolo 
26). Considereremo in un primo tempo la regolazione del- 
l’RNA polimerasi e proseguiremo con una descrizione ge- 
nerale delle proteine che partecipano a questo processo. 
Infine ci occuperemo delle basi molecolari su cui si fonda 
il riconoscimento di specifiche sequenze di DNA da parte 
delle proteine che legano il DNA. 


e L'RNA polimerasi si lega al DNA in corrispondenza 

dei promotori 
L’RNA polimerasi si lega al DNA e inizia la trascrizione a 
livello dei promotori (vedi la Figura 26.5), siti che gene- 
ralmente si trovano vicino ai punti dove inizia la sintesi 
dell'RNA mediata da uno stampo di DNA. La regolazio- 
ne dell’inizio della trascrizione spesso si basa su variazio- 
ni nell'interazione dell'RNA polimerasi con il promotore. 

Le sequenze nucleotidiche dei promotori variano con- 
siderevolmente e influenzano l’affinità di legame dell'RNA 
polimerasi e quindi la frequenza di inizio della trascrizio- 
ne. Alcuni geni di Escherichia coli vengono trascritti una 
volta al secondo, altri meno di una volta per ogni genera- 
zione cellulare. Gran parte di questa variabilità può es- 
sere dovuta semplicemente a differenze nelle sequenze 
dei promotori. In assenza di proteine regolatrici, le diffe- 
renze nelle sequenze tra promotori possono influenzare 
la frequenza dell’inizio della trascrizione di un fattore di 
1000 volte o più. La maggior parte dei promotori di E. coli 
ha una sequenza vicina a una sequenza consenso (Figura 
28.2). Mutazioni che determinano un allontanamento ri- 
spetto alla sequenza consenso in genere portano a una di- 
minuzione della funzione del promotore; al contrario, mu- 
tazioni che vanno verso la sequenza consenso, aumentano 
di solito la funzione del promotore. 


59 Per convenzione, le sequenze di DNA riportate sono 


quelle della catena non stampo, con l’estremità 5' a sini- 
stra. I nucleotidi sono numerati a partire dal punto di ini- 
zio della trascrizione, con i numeri positivi a destra (nella 
direzione della trascrizione) e quelli negativi a sinistra. N 
indica un nucleotide qualsiasi. 


Sito di inizio 
dell’RNA 


Regione -10 


[TATAAT] 


mRNA 


ha effetti negativi sulla funzione del promotore. Alcuni promotori 
comprendono l'elemento UP (upstream promoter; vedi la Figura 26.5). 
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Sebbene i geni costitutivi siano espressi a un livello co- 
stante, le proteine da essi codificate sono presenti in quan- 
tità molto variabili. Per questi geni l'interazione RNA po- 
limerasi-promotore influenza molto la velocità di inizio 
della trascrizione; le differenze di sequenza dei promoto- 
ri permettono alla cellula di mantenere la concentrazione 
necessaria di ciascuna proteina costitutiva. 

La velocità basale di inizio della trascrizione in corri- 
spondenza dei promotori di molti geni che non apparten- 
gono alla categoria dei geni costitutivi è determinata anche 
dalla sequenza del promotore, ma l’espressione di questi 
geni è regolata ulteriormente da proteine regolatrici. Molte 
di queste proteine operano favorendo o interferendo con 
l'interazione tra ’RNA polimerasi e i promotori. 

Le sequenze dei promotori degli eucarioti sono più 
variabili rispetto a quelle dei procarioti (vedi la Figura 
26.8). Le tre RNA polimerasi degli eucarioti richiedono di 
solito una serie di fattori di trascrizione generali per po- 
tersi legare al promotore. Inoltre, come nell’espressione 
genica dei procarioti, i livelli basali della trascrizione so- 
no determinati dagli effetti della sequenza del promoto- 
re sulla funzione dell’RNA polimerasi e dei fattori di tra- 
scrizione a essa associati. 


e L'inizio della trascrizione è regolato da proteine 

che si legano ai promotori o vicino ai promotori 
L'inizio della trascrizione da parte dell'RNA polimerasi è 
regolato da almeno tre tipi di proteine: i fattori di speci- 
ficità, che alterano la specificità dell'RNA polimerasi per 
un dato promotore o gruppo di promotori; i repressori, 
che impediscono l’accesso dell'RNA polimerasi al promo- 
tore; gli attivatori, che favoriscono l’interazione dell'RNA 
polimerasi con il promotore. 

Abbiamo già descritto i fattori di specificità procarioti- 
ci nel Capitolo 26 (vedi la Figura 26.5), sebbene non siano 
stati definiti con questo nome. La subunità o dell’oloen- 
zima dell’RNA polimerasi di E. coli è un tipico fattore di 
specificità che media il riconoscimento e il legame al pro- 
motore. La maggior parte dei promotori di E. coli viene ri- 
conosciuta da un solo tipo di subunità o (M, 70 000), det- 
ta 0°. In certe condizioni alcune delle subunità 07° sono 
sostituite da uno degli altri sei fattori di specificità. Que- 
sto fenomeno si può osservare, per esempio, quando i bat- 
teri sono sottoposti a uno stress termico, che determina la 
sostituzione di 0° con 0°° (M, 32 000). Quando è legata a 
0°, RNA polimerasi si associa a un gruppo specializza- 
to di promotori con una diversa sequenza consenso (Fi- 
gura 28.3). Questi promotori controllano l’espressione di 
una serie di geni che codificano proteine, comprese alcune 
chaperonine (pagina 153), che fanno parte di un sistema 
indotto dallo stress chiamato risposta allo shock termico. 


TNTCNCCCTTGAA 


Figura 28.3 Sequenza consenso di promotori che regolano 
l’espressione dei geni coinvolti nella risposta allo shock termico di 
E. coli. Questo sistema risponde ad aumenti di temperatura e ad alcuni 
stress ambientali, che inducono la sintesi di un gruppo di proteine. 
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CAPITOLO 28 
Regolazione dell'espressione genica 


Quindi, tramite variazioni dell’affinità di legame della po- 
limerasi che dirigono la polimerasi verso promotori diffe- 
renti, un insieme di geni coinvolti in processi correlati vie- 
ne regolato in modo coordinato. Nelle cellule eucariotiche 
alcuni dei fattori di trascrizione generali, in particolare le 
proteine che legano TATA (TBP; vedi la Figura 26.9), pos- 
sono essere considerati fattori di specificità. 

I repressori si legano a siti specifici del DNA. Nelle cel- 
lule batteriche, i siti di legame dei repressori sono chiamati 
operatori e sono in genere vicini al promotore. Il legame 
dell'RNA polimerasi, o il suo movimento lungo il DNA a le- 
game avvenuto, si blocca quando è presente il repressore. 
La regolazione mediante un repressore che si lega al DNA 
e blocca la trascrizione è chiamata regolazione negativa. 
Il legame del repressore al DNA è regolato da un segnale 
molecolare (o effettore), generalmente una piccola mole- 
cola o una proteina che si lega al repressore determinan- 
do una sua modificazione conformazionale. Linterazione 
tra il repressore e la molecola di segnale può determinare 
un aumento o una riduzione della trascrizione. In alcuni 
casi la modificazione conformazionale causa la dissocia- 
zione dall’operatore del repressore legato al DNA (Figu- 
ra 28.4a). inizio della trascrizione può quindi riprendere 
senza intralci. In altri casi l'interazione tra un repressore 
inattivo e la molecola di segnale induce l'unione del repres- 
sore all’operatore (Figura 28.4b). Nelle cellule eucarioti- 
che il sito di legame di un repressore può essere a una cer- 
ta distanza dal promotore; il legame provoca lo stesso ef- 
fetto osservato nelle cellule batteriche: l’inibizione dell’as- 
sociazione o dell’attività di un complesso di trascrizione a 
livello del promotore. 

Gli attivatori sono la controparte molecolare dei re- 
pressori; essi si legano al DNA e aumentano l’attività del- 
RNA polimerasi a livello del promotore; questa è una 
regolazione positiva. Nei batteri, i siti di legame degli 
attivatori si trovano spesso vicino a quei promotori a cui 
RNA polimerasi si lega molto debolmente o non si lega 
affatto, così in assenza di attivatore la velocità della tra- 
scrizione diventa trascurabile. Alcuni attivatori eucario- 
tici si legano al DNA in siti detti enhancer (incrementato- 
ri); essi sono relativamente distanti dal promotore. Questi 
attivatori influenzano l'efficienza della trascrizione an- 
che a distanza di migliaia di basi. Alcuni attivatori sono 
legati al DNA e attivano la trascrizione fino a che non si 
dissociano dal DNA in seguito all’arrivo di una molecola 
segnale (Figura 28.4c). In altri casi l’attivatore si lega al 
DNA solo dopo avere interagito con una molecola segna- 
le (Figura 28.4d). Le molecole segnale possono quindi au- 
mentare o diminuire la trascrizione in base al loro effet- 
to sull’attivatore. Come vedremo, la regolazione positiva 
è frequente soprattutto negli eucarioti. 


Sito di inizio 
dell'RNA 
mRNA 


Il legame dell'RNA polimerasi ai promotori dello shock termico è 
mediato da una forma specializzata della subunità o della polimerasi, 
la subunità 0*°, che sostituisce la subunità 07° nel complesso di inizio 
dell'RNA polimerasi. 
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(a) Regolazione negativa 
Un segnale molecolare 
porta alla dissociazione 
del repressore dal DNA, 
inducendo la trascrizione. 


(b) Regolazione negativa 
Un segnale molecolare 
favorisce il legame del 
repressore al DNA, 
inibendo la trascrizione. 
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(c) Regolazione positiva 
Un segnale molecolare 
porta alla dissociazione 
dell’attivatore dal DNA, 
inibendo la trascrizione. 


(d) Regolazione positiva 
Un segnale molecolare 
favorisce il legame 
dell’attivatore al DNA, 
inducendo la trascrizione. 


Attivatore 


Repressore Operatore 
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Figura 28.4 Sistemi di regolazione dell'inizio della trascrizione. 
In (a) e in (b) sono illustrati due tipi di regolazione negativa. (a) Il 
repressore è legato all'operatore in assenza del segnale molecolare; 

il segnale esterno provoca la dissociazione del repressore per 
permettere la trascrizione. (b) Il repressore si lega in presenza del 
segnale; il repressore si dissocia e la trascrizione comincia quando il 
segnale viene rimosso. La regolazione positiva è mediata da attivatori 
genici: in (c) e in (d) sono mostrati due di questi tipi di regolazione. 

(c) L'attivatore (in verde) si lega in assenza del segnale molecolare e la 


Attivatore Sito di legame 
del regolatore 
905 architettonico 
5' 3 
5 14 
Regolatore 
architettonico 
Richiamo 


Le Ò 
A, 


((cosiivarre 


ACCESO 


\ 


po FSEENTO 


. ‘ / | N / 
Sito ì ai \ al 
di legame 
dell’attivatore Ne RN, A ro 
Segnale ® Segnale ® 0, 
molecolare molecolare 
Attivatore 


trascrizione procede; quando si lega il segnale, l'attivatore si dissocia 
e la trascrizione viene inibita. (d) L'attivatore si lega in presenza del 
segnale; si dissocia solo quando il segnale viene rimosso. Si noti che le 
regolazioni “positiva” e “negativa” si riferiscono all'effetto determinato 
dalla proteina regolatrice coinvolta: la proteina legata può facilitare 


o inibire la trascrizione. In entrambi i casi, l'aggiunta di una molecola 
segnale può fare aumentare o diminuire la trascrizione, a seconda 
dell'effetto del segnale sulla proteina regolatrice. 


Negli eucarioti, la distanza tra i siti di legame degli at- 
tivatori o dei repressori e dei promotori viene colmata 
dall’estrusione ad ansa del DNA frapposto (Figura 28.5). 
In alcuni casi l’estrusione ad ansa viene facilitata da pro- 
teine chiamate regolatori architettonici, che si legano 
ai siti intermedi e favoriscono la formazione dell’ansa sul 
DNA. La maggior parte dei sistemi eucariotici coinvolge 
attivatori proteici. L'interazione effettiva tra gli attivatori e 
RNA polimerasi a livello del promotore è spesso media- 
ta da proteine intermedie chiamate coattivatori. In alcu- 
ne circostanze le proteine repressore possono prendere il 
posto dei coattivatori, impedendo l’interazione attivatoria. 
e Moltigenibatterici sono raggruppati 
e regolati in operoni 
I batteri hanno un semplice meccanismo generale per 
coordinare la regolazione di geni che codificano prodot- 
ti coinvolti in processi correlati tra loro: questi geni sono 


Figura 28.5 Interazione tra attivatori o repressori e RNA 
polimerasi negli eucarioti. Gli attivatori e i repressori eucariotici si 
legano spesso a siti distanti migliaia di coppie di basi dai promotori 
che regolano. La formazione delle anse di DNA, spesso facilitata dai 
regolatori architettonici, avvicina i due siti. Come mostrato nella 
figura, l'interazione tra gli attivatori e l’RNA polimerasi viene spesso 
mediata dai coattivatori. La repressione è talvolta dovuta ai repressori 
(descritti più avanti) che si legano agli attivatori, impedendo la loro 
interazione positiva con l’RNA polimerasi. 
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Sito di legame 
dell’attivatore 


Sito di legame 
del repressore 


DNAL_| i evo lies 
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Geni trascritti 
come una sola unità 


Sequenze regolatrici 


Figura 28.6 Rappresentazione schematica di un tipico operone 
batterico. | geni A, Be C vengono trascritti in un unico mRNA 
policistronico. Le tipiche sequenze regolatrici comprendono siti di 
legame per proteine che attivano o reprimono la trascrizione a partire 
dal promotore. 


raggruppati sui cromosomi e sono trascritti contempora- 
neamente. Molti mRNA batterici sono policistronici - più 
geni in un singolo trascritto - e un singolo promotore che 
dà inizio alla trascrizione dell’insieme dei geni è il sito di 
regolazione di tutto l’insieme. I geni raggruppati e il rela- 
tivo promotore, più altre sequenze che hanno funzione di 
regolazione, prendono nel complesso il nome di opero- 
ni (Figura 28.6). Queste strutture comprendono comune- 
mente da due a sei geni in una singola unità; alcuni ope- 
roni arrivano a contenere 20 o più geni. 

Molti dei principi dell’espressione genica nei batteri fu- 
rono definiti per la prima volta da studi sul metabolismo 
del lattosio in E. coli, che può utilizzare solo questo zucche- 
ro come fonte di carbonio. Nel 1960 Frangois Jacob e Jac- 
ques Monod pubblicarono nei Proceedings dell’Accademia 
delle Scienze di Francia un breve articolo che descriveva 
come due geni adiacenti coinvolti nel metabolismo del lat- 
tosio fossero regolati in modo coordinato da elementi ge- 
nici localizzati a un’estremità di un gruppo di geni. I geni 
erano quelli della B-galattosidasi, che scinde il lattosio in 
galattosio e glucosio, e della galattoside permeasi (lattosio 
permeasi, pagina 428), che trasporta il lattosio nella cel- 
lula (Figura 28.7). I termini operone e operatore sono stati 
introdotti per la prima volta in questo articolo. Il modello 
dell’operone ha consentito per la prima volta di conside- 
rare la regolazione genica in termini molecolari. 


Frangois Jacob 


Jacques Monod, 1910-1976 


e  L'operone/acè soggetto a regolazione negativa 

Loperone del lattosio (lac) (Figura 28.8a) comprende i ge- 
ni per la B-galattosidasi (Z), la galattoside permeasi (Y) e 
la tiogalattoside transacetilasi (A). ultimo di questi en- 
zimi sembra modificare i galattosidi tossici per facilitare 
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Figura 28.7 Metabolismo del lattosio nell’E. coli. L'assunzione 
e il metabolismo del lattosio richiedono le attività della galattoside 
(lattosio) permeasi e della B-galattosidasi. La conversione del 
lattosio in allolattosio mediante transglicosilazione è una reazione 
secondaria, catalizzata a sua volta dalla B-galattosidasi. 


la loro rimozione dalla cellula. Ciascuno di questi tre geni 
è preceduto da siti di legame del ribosoma (non mostra- 
ti nella Figura 28.8) che dirigono in modo indipendente 
la traduzione di questi geni (Capitolo 27). La regolazione 
dell’operone lac da parte della proteina repressore (Lac) 
segue il modello descritto nella Figura 28.4a. 

Gli studi su mutanti dell’operone lac hanno rivelato 
alcuni dettagli sui meccanismi di regolazione dell’opero- 
ne stesso. In assenza del lattosio, i geni dell’operone lac 
vengono repressi. Mutazioni nell’operatore, o in un al- 
tro gene chiamato I, determinano la sintesi costitutiva 
dei prodotti genici. Se il gene I è difettoso, la repressione 
può essere ripristinata introducendo nella cellula un ge- 
ne I funzionante contenuto in un’altra molecola di DNA, 
a dimostrazione che il gene I codifica una molecola dif- 
fusibile che determina la repressione genica. In seguito 
si è scoperto che questa molecola è una proteina tetra- 
merica, chiamata repressore Lac, costituita da monome- 
ri identici. L'operatore a cui essa si lega più saldamente, 
O;, è localizzato nelle vicinanze del sito d’inizio della tra- 
scrizione (Figura 28.8a). Il gene I viene trascritto sotto la 
guida del suo promotore (Pr) in modo indipendente dai 
geni dell’operone lac. Quest'ultimo ha due siti seconda- 
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5’AATTETGAGCGGATANCAATII 3" 
3' CTCGCCTATTGITAA 5’ 


Figura 28.8 L'operone lac. (a) L'operone /ac nello stato represso. 

Il gene /acl codifica il repressore Lac. | geni lac Z, Ye A codificano 
rispettivamente f}-galattosidasi, galattoside permeasi e tiogalattoside 
transacetilasi. P è il promotore per i geni Jac, mentre P, è il promotore 
del gene /. O, è il principale operatore per l'operone lac; 0, e 03 sono 
operatori secondari con affinità più bassa per il repressore Lac. La 


ripetizione inversa a cui si lega il repressore Lac in O; è mostrata nel 
riquadro. (b) Il repressore Lac si lega all'operatore principale e a uno 
dei siti pseudo-operatori, 0, 0 03, formando un cappio nella molecola 
del DNA. (c) (PDB ID 2PE5) Il repressore Lac (ombreggiato in rosso) 

è mostrato legato a brevi frammenti discontinui di DNA (in blu e in 
arancione). 


ri per il legame del repressore Lac. Uno di questi (0) si 
trova vicino alla posizione +410, nel gene che codifica la 
B-galattosidasi (Z); l’altro sito (03) è vicino alla posizione 
—90, all’interno del gene I. Per reprimere l’operone, sem- 
bra che il repressore Lac si leghi all'operatore principale 
e a uno dei due siti secondari, formando una struttura a 
cappio nel DNA (Figura 28.8b, c). Entrambi i sistemi di 
legame bloccano l’inizio della trascrizione. 

Per quanto questo sistema di legame sia complesso, la 
repressione non è assoluta. Il legame del repressore Lac ri- 
duce la velocità di inizio della trascrizione di circa 10° vol- 
te. Se i siti O, e O vengono eliminati per delezione o per 
mutazione, il legame del repressore al sito O, riduce la ve- 
locità di inizio della trascrizione solo di 10° volte. Anche 
nello stato represso ogni cellula possiede alcune copie di 
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B-galattosidasi e di galattoside permeasi, probabilmente 
sintetizzate nelle rare occasioni in cui il repressore si disso- 
cia temporaneamente dagli operatori. Questo livello basale 
di trascrizione è essenziale per la regolazione dell’operone. 

Quando una cellula viene rifornita di lattosio, l’opero- 
ne lac viene indotto. Un induttore (molecola segnale) si 
lega a un sito specifico sul repressore Lac, causando una 
modificazione conformazionale che determina la dissocia- 
zione del repressore dall'operatore. Finduttore del sistema 
dell’operone lac non è il lattosio, ma un isomero del latto- 
sio chiamato allolattosio (Figura 28.7). Dopo la penetra- 
zione del lattosio nella cellula di E. coli (attraverso le poche 
molecole di permeasi già esistenti) il lattosio è convertito 
in allolattosio in una reazione catalizzata da una delle po- 
che copie di B-galattosidasi. Il rilascio dell'operatore per 
azione del repressore Lac, innescato quando il repressore 
si lega all’allolattosio, consente l’espressione dei geni dell’o- 
perone lac, producendo un aumento della concentrazione 
della B-galattosidasi di 10° volte. 

Vari B-galattosidi strutturalmente simili all’allolattosio 
sono induttori dell’operone lac, ma non sono substrati del- 
la B-galattosidasi; altri sono invece substrati, ma non indut- 
tori. Un induttore dell’operone lac non metabolizzabile ma 
particolarmente efficace, che viene spesso usato sperimen- 
talmente, è l’isopropiltiogalattoside (IPTG). 


H OH 
Isopropil-B-D-tiogalattoside 
(IPTG) 


Un induttore non metabolizzabile permette ai ricerca- 
tori di separare la funzione fisiologica del lattosio, quale 
fonte di carbonio per la crescita cellulare, dalla sua funzio- 
ne di regolazione dell’espressione genica. 

Oltre ai numerosi operoni oggi noti dei batteri, alcu- 
ni operoni policistronici sono stati scoperti anche negli 
eucarioti inferiori. Tuttavia, nelle cellule degli organismi 
superiori, quasi tutti i geni sono trascritti separatamente. 

Il meccanismo con cui sono regolati gli operoni può 
variare molto rispetto al semplice modello rappresentato 
nella Figura 28.8. Come vedremo nella Sezione 28.2, an- 
che l’operone lac è più complesso di quello qui raffigurato, 
con una molecola di attivatore che contribuisce all’intera 
regolazione. Prima di qualsiasi altra discussione sui mecca- 
nismi di regolazione dell’espressione genica saranno ana- 
lizzate le interazioni tra le proteine che legano il DNA (per 
esempio, repressori e attivatori) e le specifiche sequenze 
del DNA alle quali si legano. 


e Le proteine regolatrici hanno domini distinti 

che legano il DNA 
Le proteine regolatrici generalmente si legano a specifi- 
che sequenze del DNA. La loro affinità per queste sequen- 
ze bersaglio è di solito 10‘-10° volte superiore a quella per 
tratti di DNA non specifici. La maggior parte delle proteine 
regolatrici è provvista di domini distinti che legano il DNA 
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Figura 28.9 Gruppi disponibili nel DNA per il legame delle 
proteine. (a) Sono mostrati i gruppi funzionali di tutte e quattro le 
coppie di basi nella scanalatura maggiore e nella scanalatura minore 
del DNA (vedi la Figura 8.13). Gli atomi accettori e donatori di legami 
idrogeno sono rispettivamente evidenziati da dischi blu o rossi. Gli 
altri atomi di idrogeno sono indicati da dischi viola, mentre i gruppi 
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contenenti sottostrutture che interagiscono saldamente e 
specificamente con il DNA. Questi domini di legame del 
DNA contengono di solito una o più copie di un piccolo 
gruppo di motivi strutturali riconoscibili e caratteristici. 

Per legarsi a specifiche sequenze di DNA, le proteine 
regolatrici devono riconoscere le caratteristiche della su- 
perficie del DNA. La maggior parte dei gruppi chimici che 
caratterizzano le singole basi e che consentono di distin- 
guerle è rappresentata soprattutto da donatori e da accet- 
tori di legami idrogeno localizzati nella scanalatura mag- 
giore del DNA (Figura 28.9). I contatti tra proteine e DNA 
che determinano la specificità sono per la maggior parte 
legami idrogeno. Un'importante eccezione è rappresenta- 
ta da una superficie non polare vicino al C-5 delle pirimi- 
dine, dove la timina si distingue facilmente dalla citosina 
per la presenza di un gruppo metilico che protrude dalla 
timina. I contatti proteina-DNA sono possibili anche nella 
scanalatura minore del DNA, ma la distribuzione dei lega- 
mi idrogeno in questo punto non permette una buona di- 
stinzione tra le diverse coppie di basi. 

Nelle proteine regolatrici i residui amminoacidici le 
cui catene laterali si legano più frequentemente alle basi 
del DNA per mezzo di legami idrogeno sono Asn, GIn, Glu, 
Lys e Arg. Esiste un semplice “codice di riconoscimento” in 
base al quale un amminoacido si appaia sempre con una 
determinata base? I due legami idrogeno che si possono 
formare tra GIn o Asn con le posizioni N° ed N-7 dell’ade- 
nina permettono un appaiamento che non si può formare 
con nessun’altra base. Un residuo di Arg, analogamente, 
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metilici sono contrassegnati da dischi gialli. In basso (b) sono riassunti 
in modo schematico i modelli di riconoscimento di ciascuna coppia 

di basi, da sinistra a destra. La grande variabilità che si può avere nella 
scanalatura maggiore fornisce a questa un potere discriminante più 
elevato rispetto alla scanalatura minore. 


può formare due legami idrogeno con N-7 e con 0° della 
guanina (Figura 28.10). 

Un confronto tra le strutture di molte proteine che le- 
gano il DNA ha tuttavia dimostrato che esistono varie mo- 
dalità con cui una proteina può riconoscere ciascuna cop- 
pia di basi del DNA; non esiste quindi un unico codice am- 
minoacido-base. In alcune proteine l’interazione tra Gln 
e adenina identifica specifiche coppie A=T, ma in altre 
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Figura 28.10 Interazioni specifiche tra un residuo 
amminoacidico e una coppia di basi. | due esempi mostrati sono 
stati osservati nel legame DNA-proteina. 
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proteine il riconoscimento delle coppie A=T avviene at- 
traverso l'interazione del gruppo metilico della timina con 
una specifica tasca di van del Waals. Non è ancora possibi- 
le stabilire dalla struttura di una determinata proteina che 
lega il DNA la sequenza di basi a cui si lega. 

Per interagire con le basi nella scanalatura maggiore 
una proteina deve avere una sottostruttura relativamente 
piccola, che deve stabilmente protrudere dalla superficie 
della proteina stessa. I domini che legano il DNA delle pro- 
teine regolatrici sono in genere piccoli (da 60 a 90 residui 
amminoacidici), e i motivi strutturali presenti nei domini 
che entrano in contatto con il DNA sono ancora più pic- 
coli. Molte proteine di piccole dimensioni sono spesso in- 
stabili per la loro limitata capacità di formare livelli strut- 
turali in cui i gruppi idrofobici sono raggruppati all’inter- 
no della molecola (pagina 122). I motivi che legano il DNA 
hanno strutture stabili e compatte, oppure consentono a 
segmenti proteici di estendersi verso l'esterno al di fuori 
della superficie della proteina. 

I siti di legame del DNA per le proteine regolatrici sono 
spesso sequenze ripetute invertite di una breve sequenza 
di DNA (un palindromo) a cui si legano in modo coopera- 
tivo più subunità (di solito due) di una proteina regolatri- 
ce. Il repressore Lac è insolito, in quanto funziona in for- 
ma di tetramero, con due dimeri uniti a un’estremità lon- 
tana dai siti di legame del DNA (vedi la Figura 28.8b). Una 
cellula di E. coli contiene in genere circa 20 tetrameri di 
repressore Lac. Ogni dimero di una molecola di represso- 
re si lega a una sequenza palindromica dell’operatore, in 
contatto con 17 delle 22 coppie di basi presenti in quella 
regione dell’operone lac. Ognuno dei dimeri uniti nel te- 
tramero può legarsi in modo indipendente a una sequen- 
za operatore: di solito un dimero si lega a O}, l’altro a O; 
oppure a O; (come mostrato nella Figura 28.8b). La sim- 
metria della sequenza dell’operatore O, corrisponde a una 
struttura costituita da due subunità di repressore con un 
doppio asse di simmetria. Il repressore Lac tetramerico si 
lega alla sua sequenza operatore con una costante di disso- 
ciazione stimata in valori vicini a 10° m. Il repressore è in 
grado di distinguere le sequenze dell'operatore dalle altre 
sequenze con un’affinità più elevata di 10° volte, quindi il 
legame di queste poche coppie di basi tra i 4,6 milioni di 
basi o più del cromosoma di E. coli è altamente specifico. 

Sono stati descritti diversi motivi di legame, ma qui ri- 
volgeremo la nostra attenzione a due che svolgono le fun- 
zioni principali nel legame del DNA da parte delle protei- 
ne regolatrici: il motivo elica-ripiegamento-elica e lo zinc 
finger (dito di zinco). Vedremo anche un tipo di dominio 
che lega il DNA - l’omeodominio - presente in alcune pro- 
teine eucariotiche. 


Elica-ripiegamento-elica Questo motivo strutturale che 
lega il DNA è fondamentale nelle interazioni DNA-protei- 
ne regolatrici dei procarioti; strutture simili sono presenti 
anche in alcune proteine regolatrici degli eucarioti. Il moti- 
vo elica-ripiegamento-elica comprende circa 20 amminoa- 
cidi in due brevi segmenti ad a elica lunghi 7-9 residui am- 
minoacidici, separati da un ripiegamento p (Figura 28.11). 
Di solito questa struttura non è di per sé stabile; essa rap- 
presenta la parte reattiva di una regione più ampia che le- 
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Figura 28.11 Il motivo strutturale elica-ripiegamento-elica. 
(PDB ID 2PE5) (a) Il dominio che lega il DNA del repressore Lac legato 
al DNA (in blu e in arancione). Il motivo elica-ripiegamento-elica è 

in blu scuro e in color viola; l'elica di riconoscimento del DNA è in 
color viola. (b) L'intera molecola del repressore Lac, con i domini 

che legano il DNA in celeste e le a eliche coinvolte nella formazione 
del tetramero in verde. Il resto della proteina (in diverse tonalità di 
rosso) contiene i siti di legame per l‘allolattosio. | domini che legano 
l'allolattosio sono uniti ai domini che legano il DNA mediante eliche 
di collegamento (in giallo). 


ga il DNA. Una delle due a eliche è chiamata elica di rico- 
noscimento perché in genere contiene molti degli ammi- 
noacidi che interagiscono con il DNA in modo sequenza- 
specifico; questa elica è impilata su altri segmenti proteici 
e quindi sporge al di fuori della superficie della proteina. 
Quando si lega al DNA, l’elica di riconoscimento si viene 
a trovare nella scanalatura maggiore. Nel repressore pro- 
teico Lac è presente questo motivo strutturale per il lega- 
me del DNA (Figura 28.11). 


Zinc finger In uno zinc finger, circa 30 residui ammino- 
acidici formano una lunga ansa tenuta insieme alla base da 
un singolo ione Zn°*, coordinato con quattro residui (quat- 
tro Cys, o due Cys e due His). Lo ione zinco non interagi- 
sce direttamente con il DNA; la coordinazione dello zin- 
co con i residui amminoacidici serve invece a stabilizzare 
questo piccolo motivo strutturale. La struttura è circonda- 
ta da diversi residui idrofobici, che conferiscono ulteriore 
stabilità. La Figura 28.12 mostra le interazioni tra il DNA 
e i tre zinc finger presenti nella singola catena polipepti- 
dica della proteina regolatrice Zif268 del topo. 

Questo motivo strutturale è presente in molte protei- 
ne eucariotiche che legano il DNA. L'interazione tra uno 
zinc finger e il DNA è debole, ma la maggior parte delle 
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Figura 28.12 Zinc finger. (PDB ID 1ZAA)|tre zinc finger (in diverse 
tonalità di rosso) presenti nella proteina regolatrice Zif268, che 
formano un complesso con il DNA (blu). Ciascun Zn°* è coordinato 
con due residui di His e con due residui di Cys. 


proteine che legano il DNA, come Zif268, ha molte di que- 
ste strutture, che aumentano sostanzialmente la forza del 
legame con il DNA quando esse interagiscono contempo- 
raneamente. Una proteina che lega il DNA della rana Xe- 
nopus ha 37 zinc finger. Ci sono solo pochi esempi di zinc 
finger nelle proteine batteriche. 

La precisa modalità con cui le proteine in cui sono pre- 
senti zinc finger si legano al DNA può variare da una pro- 
teina all’altra. In alcuni casi queste strutture contengono 
residui amminoacidici coinvolti nella distinzione delle se- 
quenze; in altri casi, gli zinc finger sembrano legare il DNA 
in modo non specifico (gli amminoacidi necessari per la 
specificità si trovano in altri punti della proteina). Gli zinc 
finger possono agire anche da motivi di legame dell'RNA, 
per esempio in certe proteine che legano gli mRNA degli 
eucarioti e si comportano da repressori della traduzione. 
Questa funzione sarà esaminata più avanti (Sezione 28.3). 


Omeodominio Un altro tipo di dominio che lega il DNA è 
stato identificato in un certo numero di proteine che fun- 
zionano da regolatori della trascrizione, specialmente du- 
rante lo sviluppo degli eucarioti. Questa struttura contiene 
60 amminoacidi ed è chiamata omeodominio in quanto fu 
scoperta nei geni omeotici (geni che regolano lo sviluppo 
del corpo). Fomeodominio è altamente conservato ed è sta- 
to ritrovato in proteine di vari organismi, compreso l’uomo 
(Figura 28.13). Il segmento del dominio che lega il DNA è 
simile al motivo elica-ripiegamento-elica. Le sequenze di 
DNA che codificano questa struttura sono dette omeobox. 


e  Leproteine regolatrici hanno anche domini 
di interazione proteina-proteina 

Le proteine regolatrici generalmente contengono domini 
che non solo legano il DNA, ma generano anche interazio- 
ni con altre proteine: RNA polimerasi, altre proteine re- 
golatrici o altre subunità della stessa proteina regolatrice. 
Esempi di ciò sono molti fattori di trascrizione eucarioti- 
ci che si comportano da attivatori genici, legano il DNA in 
forma di dimeri e, per questa interazione, usano domini 
che legano il DNA contenenti zinc finger. Alcuni di questi 
domini strutturali sono coinvolti nelle interazioni neces- 
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Figura 28.13 Omeodominio. (PDB ID 1FJL) Nella figura sono 
mostrati due omeodomini legati al DNA. In ciascun omeodominio 
una delle a eliche (in viola), adagiata su altre due (in blu scuro e in 
grigio), può entrare nella scanalatura maggiore. Questa è soltanto 
una piccola parte di una proteina regolatrice molto più grande 
appartenente a una classe chiamata Pax, attiva nello sviluppo dei 
moscerini della frutta (vedi la Sezione 28.3). 


sarie per la formazione del dimero, che rappresenta un re- 
quisito preliminare al legame del DNA. Come i motivi che 
legano il DNA, queste strutture che mediano le interazio- 
ni proteina-proteina appartengono a poche categorie co- 
muni. I due esempi più importanti sono la leucina zipper 
(cerniera di leucina) e l'elica basica-ansa-elica. Questi 
motivi strutturali sono le basi per la classificazione delle 
proteine regolatrici in famiglie strutturali. 


Leucina zipper Questo motivo è rappresentato da un’a eli- 
ca anfipatica con amminoacidi idrofobici raggruppati su 
un lato dell’elica (Figura 28.14). La superficie idrofobica 
forma il punto di contatto tra i due polipeptidi che costi- 
tuiscono il dimero. Una caratteristica peculiare di queste 
a eliche è la presenza di residui di leucina ogni sette am- 
minoacidi. Tali residui vengono a trovarsi allineati sul la- 
to idrofobico dell'elica. Nonostante uno dei primi modelli 
dell'interazione proteina-proteina tra queste eliche preve- 
desse che i residui di Leu fossero contrapposti l’uno all’al- 
tro, da cui il nome di leucina “zipper” (cerniera lampo), ora 
è noto che i residui di Leu sono posti gli uni accanto agli al- 
tri e interagiscono tra loro quando le a eliche si avvolgono 
l’una sull’altra, formando un avvolgimento avvolto (coiled 
coil; Figura 28.14b). Le proteine regolatrici che contengo- 
no strutture a leucina zipper hanno anche un altro domi- 
nio che lega il DNA, con un’elevata concentrazione di re- 
sidui basici (Lys o Arg), che possono interagire con le cari- 
che negative dei gruppi fosforici dello scheletro del DNA. I 
motivi a leucina zipper sono presenti in numerose proteine 
regolatrici eucariotiche, ma in poche proteine batteriche 


Lelica basica-ansa-elica Un altro motivo strutturale è 
presente in un gruppo di proteine regolatrici eucarioti- 
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(a) Proteina 


Fonte regolatrice Sequenza amminoacidica 


Regione di legame del DNA__(6 di legame del DNA 


C/EBP DKNSNEYR 
Mammifero| Jun SQERIKAE 

Fos EERRRIRRI 
PESSDPAAL 


Lievito GCN4 


Sequenza - - - - - - - - - 
consenso 


(b) 


NIAV A 
RIAAS 

KMAA 

TEAA 
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Connettore 
(6 amminoacidi) 


Leucina zipper 


KQRNVETQQKVL ERETSDNDREBRKRVE SRELDT afro 

ta Lai EEKVKTUÒKAQNSERASTAN LovAol KQ- 

RELTD ifantio EDKKS QTEIANMELKEKEKIBE F - 

LQRMKQÎBEDKVEEMBLSKNY ENEVARÎBKKLVGER 

ue o---g--_&_-N 
SF i A 


Regione di legame 
del DNA 


Figura 28.14 Leucina zipper (cerniera di leucina). (a) Confronto 
delle sequenze amminoacidiche di diverse proteine con struttura 

a cerniera di leucina. Si noti che i residui di Leu (L) (in rosso) sono 
presenti ogni sette residui nella regione della struttura a cerniera; 
nella regione che lega il DNA (in giallo) ci sono numerosi residui di 
Arg (R) e di Lys (K). (b) (PDB ID 1YSA) Leucina zipper dell'attivatore 


proteico del lievito GCN4. Sono mostrate solo le a eliche “incernierate” 


che, molte delle quali sono coinvolte nel controllo dell’e- 
spressione genica che dirige lo sviluppo degli organismi 
pluricellulari. Queste proteine hanno in comune una re- 
gione di circa 50 residui amminoacidici determinanti sia 
per il legame del DNA sia per la dimerizzazione proteica. 
Questa regione può formare due brevi a eliche anfipati- 
che collegate da un’ansa di lunghezza variabile, il motivo 
elica-ansa-elica (diverso dal motivo elica-ripiegamento-eli- 
ca associato al legame del DNA). I motivi elica-ansa-elica 
di due polipeptidi interagiscono formando dimeri (Figura 
28.15). In queste proteine il legame al DNA è mediato da 
una breve sequenza amminoacidica ricca di residui basi- 
ci, simile alla regione che lega il DNA nelle proteine con 
struttura a leucina zipper. 


Elica che forma 
il dimero 


Elica 
di riconoscimento 


Regione a cerniera 


(zipper) 


(in grigio), che derivano dalle due diverse subunità della proteina 
dimerica. Le due eliche si arrotolano l'una sull'altra, formando un 
avvolgimento avvolto (coiled coil). Le catene laterali dei residui di 
Leu che interagiscono tra loro e i residui conservati nella regione 
di legame del DNA sono colorati in modo da corrispondere alla 
sequenza mostrata in (a). 


Interazioni proteina-proteina nelle proteine regola- 
trici eucariotiche Negli eucarioti, i geni sono in gran 
parte regolati da attivatori e la maggioranza dei geni è 
monocistronica. Se fosse necessario un attivatore diver- 
so per ogni gene, il numero degli attivatori (e dei geni che 
li codificano) dovrebbe necessariamente essere equiva- 
lente al numero dei geni regolati. Nel lievito, però, circa 
300 fattori di trascrizione (molti dei quali attivatori) so- 
no responsabili della regolazione di molte migliaia di ge- 
ni. Quindi alcuni fattori di trascrizione regolano l’indu- 
zione di molti geni, ma la maggior parte dei geni è rego- 
lata da molti fattori di trascrizione. L’appropriata rego- 
lazione di geni differenti viene ottenuta utilizzando di- 
verse combinazioni di un repertorio limitato di fattori di 


Figura 28.15 Elica-ansa-elica. (PDB ID 1HLO) Il fattore di 
trascrizione umano Max, legato al suo sito bersaglio sul DNA. 

La proteina è dimerica e una delle subunità è colorata. L'elica di 
riconoscimento (in rosa) è collegata, tramite l'ansa, all'elica che 
forma il dimero (in blu chiaro), che si sovrappone all'estremità 
carbossiterminale della subunità. L'interazione delle eliche 
carbossiterminali delle due subunità genera un avvolgimento avvolto 
molto simile a quello della cerniera di leucina (vedi la Figura 28.14b), 
ma con solo una coppia di leucine che interagiscono (le catene 
laterali rosse nella parte a destra della figura) in questo esempio 
particolare. L'intera struttura talvolta è detta motivo a elica-ansa- 
elica/cerniera di leucina. 
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trascrizione per ogni gene, un fenomeno definito con- 
trollo combinatorio. 

Il controllo combinatorio viene in parte ottenuto mi- 
scelando e facendo combaciare le varianti di una famiglia 
di proteine regolatrici, in modo da formare una serie di di- 
meri differenti di proteine attive. Alcune famiglie di fatto- 
ri di crescita eucariotici sono state classificate in base a so- 
miglianze strutturali. All’interno di ogni famiglia, i dimeri 
possono essere formati da due proteine identiche (omodi- 
meri) oppure da due diversi membri della famiglia (etero- 
dimeri). Un’ipotetica famiglia di quattro proteine con mo- 
tivi leucina zipper può quindi formare fino a dieci diverse 
specie di dimeri. In molti casi le diverse combinazioni han- 
no proprietà regolatorie e funzionali differenti e agiscono 
su geni diversi. Come vedremo, molte proteine regolatrici 
di questo tipo regolano la maggior parte dei geni eucarioti- 
ci, contribuendo ulteriormente al controllo combinatorio. 

Oltre ad avere domini strutturali destinati al legame 
del DNA e alla dimerizzazione che indirizzano un partico- 
lare dimero di proteine verso un determinato gene, molte 
proteine regolatrici devono avere strutture per interagire 
con RNA polimerasi, con altre proteine regolatrici non 
correlate o con entrambe. In queste proteine sono stati 
identificati almeno altri tre tipi di domini diversi (princi- 
palmente negli eucarioti) necessari per l'interazione pro- 
teina-proteina: i domini ricchi di glutammina, quelli ric- 
chi di prolina e i domini acidi, il cui nome riflette il tipo 
di residui particolarmente rappresentati nella struttura. 

Le interazioni proteina-DNA sono la base degli intri- 
cati circuiti di regolazione fondamentali per l’espressio- 
ne genica. Torniamo ora a esaminare più da vicino que- 
sti schemi di regolazione, prima nei batteri e poi negli 
eucarioti. 


SOMMARIO 28.1 
Principi di regolazione genica 

e L'espressione dei geni viene regolata da processi che in- 
fluenzano la velocità alla quale i prodotti genici sono 
sintetizzati e degradati. La maggior parte di questa re- 
golazione avviene a livello dell’inizio della trascrizione, 
mediata da proteine regolatrici che reprimono la tra- 
scrizione (regolazione negativa) oppure la attivano (re- 
golazione positiva) a livello di specifici promotori. 

e Nei batteri, i geni che codificano prodotti con funzioni 
interdipendenti sono spesso raggruppati in un opero- 
ne, una singola unità di trascrizione. La trascrizione dei 
geni è normalmente bloccata dal legame di una speci- 
fica proteina repressore a un sito del DNA detto ope- 
ratore. La dissociazione del repressore dall’operatore è 
mediata da una piccola molecola specifica, un indut- 
tore. Questi principi furono per la prima volta chiariti 
negli studi sull’operone del lattosio (lac). Il repressore 
Lac si dissocia dall’operatore lac quando il repressore si 
lega al suo induttore, l’allolattosio. 

e Le proteine regolatrici sono proteine che legano il DNA, 
riconoscendo sequenze specifiche; molte hanno domini 
che legano il DNA distinti. All’interno di questi domini, 
i motivi strutturali comuni che legano il DNA sono Veli- 
ca-ripiegamento-elica, lo zinc finger e gli omeodomini. 
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e La proteine regolatrici contengono anche domini per 
le interazioni proteina-proteina, come le cerniere di 
leucina (leucina zipper) e le elica-ansa-elica, che sono 
coinvolte nella dimerizzazione, e altri motivi presenti 
nell’attivazione della trascrizione. Unendo forme di- 
verse di una famiglia di proteine regolatrici si ottengo- 
no fattori di trascrizione dimerici che rendono il con- 
trollo combinatorio più efficiente e sensibile. 


Regolazione dell'espressione genica 
nei batteri 


Come in molti altri campi della biochimica, lo studio del- 
la regolazione dell’espressione genica è progredito prima 
e più rapidamente nei batteri che in altri organismi speri- 
mentali. Gli esempi di regolazione genica nei batteri qui 
presentati sono stati scelti tra molti sistemi ben studiati, 
in parte per il loro significato storico, ma soprattutto per- 
ché costituiscono una buona rassegna dei vari tipi di mec- 
canismi di regolazione nei batteri. Molti dei principi che 
governano la regolazione genica nei batteri sono validi an- 
che per l’espressione genica negli eucarioti. 

Inizieremo con la descrizione degli operoni del lattosio 
e del triptofano: in entrambi i casi sono presenti proteine 
regolatrici, ma i meccanismi di regolazione sono molto di- 
versi. Seguirà una breve discussione sulla risposta SOS in 
E. coli, che dimostrerà come geni sparsi lungo il genoma 
possano essere sottoposti a regolazione coordinata. Descri- 
veremo poi due sistemi batterici di tipo completamente di- 
verso, che sono una prova della molteplicità dei meccani- 
smi di regolazione genica: la regolazione della sintesi del- 
le proteine ribosomiali a livello della traduzione, con mol- 
te delle proteine regolatrici che si legano all’RNA (invece 
che al DNA), e la regolazione del processo di “variazione 
di fase” nella Salmonella, che dipende dal processo di ri- 
combinazione genetica. Infine esamineremo altri esempi 
di regolazione post-trascrizionale, in cui ’RNA modula la 
sua stessa funzione. 


e L'operonelacè soggetto a regolazione positiva 
Le interazioni operatore-repressore-induttore descritte 
precedentemente per l’operone lac (Figura 28.8) costitui- 
scono un ottimo modello intuitivo per la regolazione dell’e- 
spressione genica. In realtà la regolazione dell’operone ra- 
ramente è così semplice. Anche l’ambiente di un batterio è 
troppo complesso perché i suoi geni siano controllati da un 
solo tipo di segnale. Oltre al lattosio, altri importanti fatto- 
ri possono influire sull’espressione dei geni lac, per esem- 
pio la disponibilità di glucosio. Il glucosio, metabolizzato 
direttamente nella glicolisi, è la fonte di energia preferi- 
ta da E. coli. Anche altri zuccheri possono essere utilizza- 
ti come fonte alternativa di sostanze nutrienti, ma il loro 
metabolismo necessita di ulteriori tappe per farli entrare 
nella glicolisi, e ciò richiede la sintesi di altri enzimi. Per- 
tanto l’espressione dei geni necessari per metabolizzare 
zuccheri come il lattosio sarebbe uno spreco se il glucosio 
fosse abbondante. 

Che cosa accade all’espressione dell’operone lac se so- 
no presenti sia glucosio sia lattosio? Un altro meccanismo 
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regolatorio, la cosiddetta repressione da catabolita, si 
è evoluto per mantenere repressi in presenza di gluco- 
sio i geni per il catabolismo di lattosio, arabinosio e altri 
zuccheri, anche quando questi zuccheri secondari sono 
momentaneamente disponibili. L’effetto repressivo del 
glucosio è mediato dal cAMP, con funzione di coattiva- 
tore, e da una proteina attivatrice, la proteina recetto- 
re per il CAMP o CRP (talvolta questa proteina è chia- 
mata CAP, da catabolite gene activator protein, proteina 
attivatrice dei geni per i cataboliti). La CRP è un omodi- 
mero (M, delle subunità 22 000), con siti di legame per 
il DNA e per il CAMP Il legame è mediato da un motivo 
elica-ripiegamento-elica presente nel dominio di legame 
del DNA (Figura 28.16). Quando il glucosio è assente, il 
complesso CRP-cAMP si lega a un sito specifico vicino al 
promotore lac (Figura 28.17) e incrementa di 50 volte la 
trascrizione dell'RNA. Il complesso CRP-cAMP è pertan- 
to un elemento di regolazione positiva che risponde alla 
concentrazione di glucosio, mentre il repressore Lac è un 
elemento di regolazione negativa che risponde al latto- 
sio. I due elementi agiscono in modo coordinato; il com- 
plesso CRP-cAMP ha un effetto molto limitato sul sistema 
quando il repressore Lac blocca la trascrizione, e la dis- 
sociazione del repressore dall'operatore stimola poco la 
trascrizione dell’operone lac, a meno che non sia presen- 
te il complesso CRP-cAMP per facilitare la trascrizione: 
quando la proteina CRP non è legata, il promotore lac del 
ceppo selvatico è relativamente debole (Figura 28.17a, c). 
Il complesso aperto dell’RNA polimerasi e del promoto- 
re (vedi la Figura 26.6) non si forma facilmente se non è 
presente il complesso CRP-cAMP.  CRP interagisce diret- 
tamente con l’RNA polimerasi attraverso la subunità a 
dell'enzima (nella regione mostrata nella Figura 28.16). 
L’effetto del glucosio sulla proteina CRP è mediato 
dall’interazione con il CAMP (Figura 28.17). La proteina 
CRP si lega al DNA con più facilità se la concentrazione di 
cAMP è alta. In presenza di glucosio, la sintesi di CAMP è 
inibita e viene stimolato un efflusso di cAMP dalla cellu- 


cAMP 


Contatti 
dell'RNA polimerasi 


Figura 28.16 L'omodimero CRP legato al cAMP. (PDB ID 1RUN) 
Si noti il ripiegamento del DNA intorno alla proteina. La regione che 
interagisce con l'RNA polimerasi è indicata nella figura. 
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la. Man mano che la concentrazione di cAMP diminuisce, 
diminuisce anche il legame della proteina CRP al DNA, e 
l’operone lac di conseguenza viene espresso in quantità 
sempre minore. Una forte induzione dell’operone lac ri- 
chiede quindi sia lattosio (per inattivare il repressore lac) 
sia una bassa concentrazione di glucosio (per determina- 


(a) Glucosio elevato, cAMP basso, lattosio assente 


Sito di legame del CRP 


SPENTO 
Nessuna espressione genica 


(b) Glucosio basso, cAMP elevato, lattosio assente 


Nessuna espressione genica 


(c) Glucosio elevato, cAMP basso, lattosio presente 


ACCESO ACCESO 
| Basso livello di espressione genica 
I 


mRNA 


"AS 


(d) Glucosio basso, cAMP elevato, lattosio presente 


RNA 
__ polimerasi 


x 


cAMP 


Elevato livello di espressione genica 


mRNA 


Figura 28.17 Regolazione positiva della trascrizione 
dell’operone /ac da parte della CRP. Il sito di legame per il 
complesso CRP-cAMP è vicino al promotore. Sono mostrati gli 
effetti combinati della disponibilità del glucosio e del lattosio 
sull'espressione dell'operone Jac. Quando il lattosio è assente, il 
repressore si lega all'operatore e impedisce la trascrizione dei geni 
lac. Non importa se il glucosio è (a) presente o (b) assente. (c) Se il 
lattosio è presente, il repressore si dissocia dall'operatore. Se, però, 
anche il glucosio è disponibile, i bassi livelli di CAMP impediscono 
la formazione del complesso CRP-CAMP e il legame del DNA. L'’RNA 
polimerasi può occasionalmente legare e iniziare la trascrizione: il 
risultato è un livello estremamente basso di trascrizione dei geni 
lac. (d) Quando il lattosio è presente e i livelli di glucosio sono bassi, 
i livelli di CAMP aumentano. Si forma il complesso CRP-cAMP, che 
facilita il forte legame dell'RNA polimerasi al promotore lac e gli 
elevati livelli di trascrizione. 
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re un aumento dei livelli di CAMP e favorire il legame del 
cAMP alla proteina CRP). 

La proteina CRP e il CAMP sono coinvolti nella regola- 
zione coordinata di molti operoni, principalmente di quelli 
che codificano enzimi del metabolismo di zuccheri secon- 
dari come il lattosio e l’arabinosio. Questa rete di operoni 
che hanno un regolatore comune è detta regulone. Questa 
organizzazione, che permette una variazione coordinata di 
funzioni cellulari in cui sono coinvolti centinaia di geni, è 
uno degli aspetti principali nella regolazione dell’espres- 
sione di reti di geni negli eucarioti. Altri esempi di regu- 
loni batterici sono rappresentati dal sistema di geni dello 
shock termico che risponde a cambiamenti della tempe- 
ratura (pagina 1085), e dai geni che vengono indotti in E. 
coli come parte della risposta SOS agli agenti che danneg- 
giano il DNA, di cui parleremo più avanti. 


e  Moltigeni per gli enzimi della biosintesi 

degli amminoacidi sono regolati mediante 

attenuazione della trascrizione 
I 20 amminoacidi standard presenti nella cellula sono 
richiesti in grandi quantità per la sintesi delle proteine; 
E. coli è in grado di sintetizzarli tutti. I geni per gli enzimi 
deputati alla sintesi di un dato amminoacido sono in ge- 
nere raggruppati in un solo operone e vengono espressi 
quando l’apporto di quell’amminoacido è insufficiente ri- 
spetto alle necessità della cellula. Quando l’amminoacido 
abbonda, l’attività degli enzimi della via biosintetica non 
è più necessaria e l’operone viene represso. 

Loperone del triptofano (trp) di E. coli (Figura 28.18) è 
costituito da cinque geni che codificano gli enzimi che tra- 
sformano il corismato in triptofano. Due di questi enzimi 
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catalizzano più di una reazione della via di sintesi. L'mRNA 
dell’operone trp ha un tempo di emivita di soli 3 minuti, 
che consente alla cellula di rispondere rapidamente alle 
variazioni del fabbisogno del triptofano. Il repressore Trp 
è un omodimero. Quando i livelli di triptofano sono al- 
ti, l’amminoacido si lega al repressore Trp, causando una 
variazione conformazionale che permette alla molecola 
di legarsi all’operatore trp e di inibire l’espressione dell’o- 
perone trp. Il sito dell'operatore trp è sovrapposto al sito 
del promotore e quindi il legame del repressore blocca il 
legame dell’RNA polimerasi. 

Ancora una volta la regolazione non si limita però alla 
semplice apertura o chiusura del sistema. Differenti con- 
centrazioni di triptofano possono far variare la velocità di 
sintesi degli enzimi biosintetici di un fattore pari anche 
a 700 volte. Una volta rimossa la repressione e iniziata la 
trascrizione, la velocità trascrizionale viene finemente re- 
golata da un secondo processo di controllo, chiamato at- 
tenuazione della trascrizione, attraverso cui la trascri- 
zione, iniziata normalmente, viene bruscamente arrestata 
prima che i geni dell’operone siano trascritti. La frequen- 
za con cui la trascrizione viene attenuata dipende dalla di- 
sponibilità del triptofano e si basa sullo stretto rapporto 
fra trascrizione e traduzione nei batteri. 

Il meccanismo di attenuazione dell’operone trp utiliz- 
za segnali codificati in quattro sequenze presenti in una 
regione guida (leader) di 162 nucleotidi all’estremità 5' 
dell’mRNA prima del codone di inizio del primo gene (Fi- 
gura 28.19a). In questa regione guida è presente una se- 
quenza chiamata attenuatore, costituita dalle sequenze 
3 e 4. Queste sequenze si appaiano formando una struttu- 
ra a stelo-ansa ricca di coppie G=C, seguita da una serie 


Figura 28.18 L'operone trp. Questo operone è regolato da due meccanismi: quando la 
concentrazione di triptofano è elevata, (1) il repressore (in alto a sinistra) si lega al suo operatore e 
(2) la trascrizione dell'mRNA trp viene attenuata (vedi la Figura 28.19). La biosintesi del triptofano 
catalizzata dagli enzimi codificati nell'operone trp è riportata schematicamente nella parte 
inferiore della figura (vedi anche la Figura 22.19). 
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Codoni Trp Appaiamento 
tra le sequenze 3 e 4 
Quando i livelli di triptofano sono elevati, il ribosoma traduce rapidamente la sequenza 1 (quadro di (attenuatore) 


lettura aperto che codifica il peptide leader) e blocca la sequenza 2 prima che la sequenza 3 venga 
trascritta. La trascrizione delle sequenze successive porta all’attenuazione a livello della struttura di un 
attenuatore simile a un terminatore, che si genera tra le sequenze 3 e 4. 
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Geni regolati 
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Quando i livelli di triptofano sono bassi, il ribosoma si ferma a livello dei codoni per il triptofano 
presenti nella sequenza 1. La formazione di una struttura appaiata tra le sequenze 2 e 3 impedisce il 
processo di attenuazione poiché la sequenza 3 non è più disponibile per formare la struttura 


dell’attenuatore con la sequenza 4. La struttura con appaiamento delle sequenze 2 e 3, a differenza di Appaiamento 
quella delle sequenze 3 e 4 dell’attenuatore, non impedisce la trascrizione. tra le sequenze 2 e 3 
(b) (©) 


Figura 28.19 Attenuazione della trascrizione dell’operone 
trp. La trascrizione incomincia all’inizio di un MRNA guida di 162 
nucleotidi, codificato da una regione del DNA chiamata trpL (vedi 
la Figura 28.18). Un meccanismo di regolazione stabilisce se la 
trascrizione deve essere attenuata alla fine del segmento leader o se 
deve continuare con i geni strutturali. (a) Il trp mRNA guida (trpL). 

Il meccanismo di attenuazione dell'operone trp coinvolge quattro 
brevi sequenze (da 1 a 4; in colore). (b) La sequenza 1 codifica un 
piccolo peptide chiamato peptide leader (guida), che contiene 
due residui di triptofano (W); esso viene tradotto immediatamente 
dopo l'inizio della trascrizione. Le sequenze 2 e 3 sono 


complementari tra loro, come le sequenze 3 e 4. La struttura 
dell'attenuatore si forma dall'appaiamento delle sequenze 3 e 4 (in 
alto). La struttura e la funzione dell'attenuatore sono simili a quelle 
dei terminatori della trascrizione (vedi la Figura 26.7a). L'appaiamento 
delle sequenze 2 e 3 (in basso) impedisce la formazione della 
struttura dell’attenuatore. Si noti che il peptide guida non ha altre 
funzioni cellulari: la sua traduzione ha una funzione puramente di 
regolazione e determina quali delle sequenze complementari (2 e 3 
oppure 3 e 4) si appaieranno. (c) Schemi di appaiamento delle regioni 
complementari nel trp mRNA guida. 
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di residui U. La struttura dell’attenuatore funge da termi- 
natore della trascrizione (Figura 28.19b). La sequenza 2 è 
una sequenza alternativa, anch’essa complementare alla 
sequenza 3 (Figura 28.19c). Se le sequenze 2 e 3 si appaia- 
no, non può formarsi la struttura dell’attenuatore e la tra- 
scrizione continua sui geni biosintetici trp. Eansa che si 
forma per l’appaiamento delle sequenze 2 e 3 non impe- 
disce la trascrizione. 

La sequenza di regolazione 1 è fondamentale per il 
meccanismo molto sensibile di riconoscimento del tripto- 
fano, da cui dipende l’appaiamento della sequenza 3 con 
la sequenza 2 (che permette la continuazione della tra- 
scrizione), oppure con la sequenza 4 (che attenua la tra- 
scrizione). La formazione della struttura a stelo e ansa di- 
pende da eventi che si svolgono durante la traduzione del- 
la sequenza di regolazione 1, che codifica un peptide gui- 
da (leader) (così chiamato in quanto è codificato dalla re- 
gione guida, o leader, dell'mRNA) di 14 amminoacidi, due 
dei quali sono residui di triptofano. Il peptide guida non 
ha altre funzioni cellulari note; la sua sintesi costituisce 
semplicemente uno strumento di regolazione dell’opero- 
ne. Il peptide viene tradotto immediatamente dopo la sua 
trascrizione, a opera di un ribosoma che segue da vicino la 
polimerasi che sta procedendo nella trascrizione. 

Quando le concentrazioni del triptofano sono alte, le 
concentrazioni del tRNA legato al triptofano (Trp-tRNA"?P) 
sono anch'esse elevate. Quindi la traduzione procede spe- 
ditamente oltre i due codoni per il Trp della sequenza 1, e 
giunge alla sequenza 2 prima che la sequenza 3 venga sin- 
tetizzata dall’RNA polimerasi. In queste condizioni la se- 
quenza 2 è coperta dal ribosoma e non può appaiarsi con 
la sequenza 3 che è stata sintetizzata. Si forma così la strut- 
tura dell’attenuatore (sequenze 3 e 4) e la trascrizione si 
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arresta (Figura 28.19b, in alto). Quando le concentrazio- 
ni del triptofano sono basse, il ribosoma si arresta in cor- 
rispondenza dei due codoni per il Trp della sequenza 1, in 
quanto non è disponibile tRNA®? legato al triptofano. La 
sequenza 2 rimane libera, mentre la sequenza 3 viene sin- 
tetizzata, permettendo a queste due sequenze di appaiarsi 
e alla trascrizione di procedere (Figura 28.19b, in basso). 
In questo modo l’attenuazione tende a ridursi man mano 
che la concentrazione del triptofano diminuisce. 

Molti altri operoni per la biosintesi degli amminoacidi 
usano strategie di attenuazione simili per regolare la sinte- 
si degli enzimi biosintetici in risposta al fabbisogno cellula- 
re. Il peptide leader formato da 15 amminoacidi, prodotto 
dall’operone phe, contiene sette residui di Phe. Il peptide 
leader dell’operone leu contiene quattro residui contigui di 
Leu. Il peptide leader dell’operone his contiene sette resi- 
dui contigui di His. Per l’operone his, come per molti altri, 
l’attenuazione è così sensibile da costituire l’unico mecca- 
nismo di regolazione. 


e  L'induzione della risposta S0S comporta 

la distruzione di repressori proteici 
Un danno molto esteso nel DNA di un cromosoma batte- 
rico innesca l’induzione di molti geni lontani. La risposta, 
chiamata risposta SOS (pagina 1059), è un altro esempio 
di regolazione genica coordinata. Molti dei geni indotti so- 
no coinvolti nel meccanismo di riparazione del DNA (vedi 
la Tabella 25.6). Le proteine regolatrici chiave sono la pro- 
teina RecA e il repressore LexA. 

Il repressore LexA (M, 22 700) inibisce la trascrizione di 
tutti i geni SOS (Figura 28.20), quindi l’induzione della ri- 
sposta SOS richiede la rimozione di questo repressore. Que- 
sta regolazione non dipende però da una semplice dissocia- 


Figura 28.20 La risposta SOS nell’E. coli. Vedi la 
Tabella 25.6 per le funzioni della maggior parte delle 
proteine indicate. La proteina LexA è il repressore del 
sistema e ha un sito operatore (in rosso) vicino a ciascun 
gene. Poiché il gene recA non viene completamente 
represso dal repressore LexA, le cellule normali 
contengono circa 1000 monomeri di RecA. © Quando 

il DNA è fortemente danneggiato (per esempio, dalla 
luce UV), la replicazione del DNA si ferma e il numero di 
interruzioni a singola catena del DNA aumenta. 

@ La proteina RecA si lega al DNA danneggiato a singola 
elica, e acquista l'attività coproteasica. @ Mentre è 
legata al DNA, la proteina ReCA facilita l'autoscissione e 
l'inattivazione del repressore LexA. Quando il repressore 
viene inattivato, i geni SOS, tra cui il gene recA, vengono 
trascritti e i livelli di RecA aumentano da 50 a 100 volte. 
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zione del repressore dal DNA in risposta al legame di una 
piccola molecola, come nel caso dell’operone lac descritto 
prima. Il repressore LexA viene inattivato invece quando 
catalizza la sua stessa scissione a livello di uno specifico le- 
game peptidico Ala-Gly, formando due frammenti quasi 
uguali. Al pH fisiologico questa autoscissione richiede l’in- 
tervento della proteina RecA, che non è di per sé una vera 
e propria proteasi, ma interagendo con la LexA facilita la 
reazione di autoscissione del repressore. Questa funzione 
di RecA è detta anche attività coproteasica. 

La proteina RecA può essere considerata il tramite tra 
il segnale biologico (il danno del DNA) e l’induzione dei 
geni SOS. Un danno notevole del DNA provoca numero- 
se interruzioni a singola elica, e solo RecA, che è legata al 
DNA a singola elica, può facilitare la scissione del repres- 
sore LexA (Figura 28.20, in basso). Il legame di RecA a li- 
vello delle interruzioni attiva la sua funzione coproteasi- 
ca, provocando la scissione del repressore LexA e l’indu- 
zione del processo SOS. 

Durante l’induzione della risposta SOS in una cellu- 
la fortemente danneggiata, RecA scinde e quindi inattiva 
repressori che potrebbero permettere la propagazione di 
certi virus che si trovano in uno stato lisogeno dormien- 
te nel batterio ospite. Questo è un esempio importante di 
adattamento evolutivo. Anche questi repressori, come Le- 
xA, vanno incontro ad autoscissione a livello di uno spe- 
cifico legame peptidico Ala-Gly. Quindi l’induzione del- 
la risposta SOS consente la replicazione del virus, provo- 
cando la lisi della cellula e il rilascio delle particelle virali. 
Il batteriofago abbandona in fretta la cellula batterica or- 
mai compromessa. 


e Lasintesi delle proteine ribosomiali è coordinata con la 
sintesi degli rRNA 

I batteri rispondono a un aumento della richiesta di sintesi 
delle proteine aumentando il numero dei ribosomi, men- 
tre l’attività dei singoli ribosomi non viene alterata. In ge- 
nere il numero dei ribosomi aumenta quando aumenta la 
velocità della crescita cellulare. Quando la crescita è ele- 
vata, i ribosomi arrivano a costituire circa il 45% del pe- 
so secco della cellula. Poiché le risorse cellulari necessarie 
per la sintesi dei ribosomi sono così elevate e la funzione 
dei ribosomi è così determinante, le cellule devono coor- 
dinare la sintesi dei singoli componenti ribosomiali, cioè le 
proteine ribosomiali (proteine r) e gli RNA (rRNA). Questo 
meccanismo differisce da quelli fin qui trattati, perché av- 
viene in larga misura a livello della traduzione. 

I 52 geni che codificano le proteine r sono dislocati in 
almeno 20 operoni, ciascuno costituito da 1 a 11 geni. AI- 
cuni di questi operoni contengono anche i geni delle subu- 
nità della DNA primasi (vedi la Figura 25.12), dell’RNA po- 
limerasi (vedi la Figura 26.4) e dei fattori di allungamento 
della sintesi proteica (vedi la Figura 2729); ciò implica una 
stretta correlazione tra replicazione, trascrizione e sintesi 
delle proteine durante la crescita cellulare. 

Gli operoni delle proteine r sono regolati principal- 
mente da un meccanismo di inibizione retroattiva del- 
la traduzione. Una proteina r codificata da un operone si 
comporta anche da repressore della traduzione. Questo 
repressore si lega all'mRNA trascritto dall’operone e bloc- 
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Figura 28.21 Inibizione retroattiva della traduzione in alcuni 
operoni delle proteine ribosomiali. Le proteine r che agiscono 
come repressori della traduzione sono in rosa. Ciascun repressore 
della traduzione blocca la traduzione di tutti i geni dell'operone 
legandosi al sito sull'mRNA indicato. | geni che codificano le subunità 
dell'RNA polimerasi sono in giallo; i geni che codificano i fattori di 
allungamento sono in blu. Le proteine r della subunità ribosomiale 
maggiore (505) sono indicate con L1-L34; quelle della subunità 
minore (305) con S1-521. 


ca la traduzione dei geni codificati dall’RNA messaggero 
(Figura 28.21). In genere la proteina r che svolge il ruolo 
di repressore si lega direttamente anche a un rRNA. Cia- 
scuna proteina r con funzione di repressore della tradu- 
zione si lega con maggiore affinità al suo rRNA anziché al 
suo mRNA; quindi l’mRNA viene a trovarsi in forma le- 
gata e la traduzione viene repressa solo quando il livello 
della proteina r supera quello dell’rRNA. Questo assicura 
che la traduzione degli mRNA che codificano le proteine 
r venga repressa solo quando la sintesi delle proteine r è 
più che sufficiente per produrre ribosomi funzionali. In 
tal modo la velocità di sintesi delle proteine r è legata alla 
disponibilità dell’rRNA. 

Il sito di legame dell’mRNA per il repressore della tra- 
duzione si trova vicino al sito di inizio della traduzione di 
uno dei geni dell’operone, di solito il primo (Figura 28.21). 
In altri operoni questo processo coinvolgerebbe solo quel 
gene, in quanto negli mRNA batterici policistronici la mag- 
gior parte dei geni ha dei segnali di inizio della traduzione 
indipendenti. Nell’operone per le proteine r la traduzione 
di un gene dipende invece dalla traduzione di tutti gli altri. 
Il meccanismo di questo accoppiamento traduzionale non 
è stato ancora spiegato in dettaglio. Tuttavia, in alcuni ca- 
si la traduzione coordinata di molti geni sembra poter es- 
sere bloccata dal ripiegamento dell’mRNA in un’elaborata 
struttura tridimensionale, stabilizzata dalla formazione di 
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appaiamenti interni di basi (come nella Figura 8.24) e dal 
legame della proteina repressore della traduzione. Se il re- 
pressore della traduzione è assente, il legame del ribosoma 
e la traduzione di uno o più geni rompono la struttura ri- 
piegata dell'mRNA e permettono ai geni di essere tradotti. 

Poiché la sintesi delle proteine r è in relazione all’rRNA 
disponibile, la regolazione della formazione dei ribosomi 
riflette la sintesi dell’rRNA. In E. coli, la sintesi dell’rRNA 
codificata dai sette operoni rRNA risponde alla velocità di 
crescita della cellula e alle variazioni della disponibilità di 
nutrienti essenziali, in particolare di amminoacidi. La re- 
golazione coordinata con la concentrazione degli ammi- 
noacidi è detta risposta stringente (Figura 28.22). Quan- 
do la concentrazione degli amminoacidi è bassa, la sinte- 
si dell’rRNA si blocca. La bassa disponibilità di amminoa- 
cidi determina il legame di tRNA scarichi con il sito A del 
ribosoma. Ciò innesca una sequenza di eventi, che inizia 
con il legame di un enzima chiamato fattore di stringen- 
za (proteina RelA) al ribosoma. Quando si lega al riboso- 
ma, il fattore di stringenza catalizza la formazione di un 
nucleoside guanosinico tetrafosfato insolito (ppGpp; vedi 
la Figura 8.39). enzima aggiunge un residuo di pirofosfa- 
to nella posizione 3' del GTP, tramite la reazione: 


GTP + ATP + pppGpp + AMP 


Quindi una fosfoidrolasi rimuove un gruppo fosforico e 
si forma il ppGpp. Il repentino aumento della concentra- 
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Figura 28.22 La risposta stringente in E. coli. La risposta 

alla carenza di amminoacidi è innescata dal legame di un tRNA 
scarico con il sito A del ribosoma. Una proteina chiamata fattore di 
stringenza si lega al ribosoma e catalizza la sintesi di pppGpp, che 
viene poi convertito in ppGpp da una fosfoidrolasi. La molecola 

di ppGpp riduce la trascrizione di alcuni geni e aumenta quella di 
altri, legandosi alla subunità f dell'RNA polimerasi e alterando la 
specificità dell'enzima per il promotore. La sintesi dell'RNA si riduce 
quando i livelli di ppGpp aumentano. 
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zione di ppGpp in risposta ai bassi livelli di amminoaci- 
di provoca una forte riduzione della sintesi degli rRNA, 
mediata almeno in parte dal legame del ppGpp all’RNA 
polimerasi. 

Il nucleotide ppGpp, insieme al cAMP appartiene alla 
classe di nucleotidi modificati che agiscono come secondi 
messaggeri cellulari (pagina 318). Nell’E. coli, i due nucleo- 
tidi agiscono da segnali di digiuno; essi causano una forte 
variazione del metabolismo cellulare, aumentando o di- 
minuendo la trascrizione di centinaia di geni. Nelle cellu- 
le eucariotiche, secondi messaggeri nucleotidici di questo 
tipo svolgono molteplici funzioni di regolazione. La coor- 
dinazione del metabolismo con la crescita cellulare è mol- 
to complessa e senza dubbio esistono altri meccanismi di 
regolazione ancora sconosciuti. 


e La funzione di alcuni mRNA è regolata in cis o in trans 

da piccoli RNA (sRNA) 

Come abbiamo già visto in questo capitolo, le proteine 
svolgono un ruolo cruciale nella regolazione dell’espres- 
sione genica. Ma anche il ruolo dell'RNA sta diventando 
sempre più importante, man mano che vengono scoperti 
nuovi RNA con funzione di regolazione. Una volta che un 
mRNA viene sintetizzato, la sua funzione può essere con- 
trollata da proteine che si legano alla molecola, come ab- 
biamo visto per le proteine r negli operoni appena descrit- 
ti, oppure da un altro RNA. Una molecola di RNA, diversa 
dall’mRNA, può legarsi all'mRNA “in trans” e influenzare 
la sua attività. In alternativa, una porzione dell’'mRNA stes- 
so può regolare la sua funzione. Quando parte della mo- 
lecola influenza la funzione di un’altra parte della stessa 
molecola, si dice che agisce “in cis”. 

Un esempio ben caratterizzato di regolazione dell’RNA 
in trans è quello della regolazione dell'mRNA del gene rpoS 
(fattore sigma dell'RNA polimerasi), che codifica il fatto- 
re 05, uno dei sette fattori sigma presenti nell’E. coli (vedi 
la Tabella 26.1). La cellula utilizza questo fattore specifi- 
co in alcune situazioni di stress, per esempio quando en- 
tra nella fase stazionaria (uno stato in cui non c’è cresci- 
ta per assenza di nutrienti). Il fattore 0° è necessario per 
trascrivere numerosi geni in risposta a situazioni di stress. 
L’MRNA o° è presente a bassi livelli in molte condizioni, 
ma non può essere tradotto, in quanto una grande strut- 
tura a forcina a monte della regione codificante impedisce 
il legame al ribosoma (Figura 28.23). In alcune condizio- 
ni di stress, vengono indotte una o due molecole di RNA 
che svolgono speciali funzioni, il DsrA (regione A a valle) e 
l’RprA (RNA A regolatore di Rpos). Entrambe le molecole 
si appaiano con una delle catene della struttura a forcina 
dellmRNA 05, rompendo la struttura a forcina e quindi 
permettendo la traduzione di rpoS. Un altro piccolo RNA, 
l’OxyS (gene S dello stress ossidativo), viene indotto in con- 
dizioni di stress ossidativo e inibisce la traduzione di rpoS, 
probabilmente appaiandosi e bloccando il sito di legame 
del ribosoma sull’mRNA. POxy$ viene espresso come par- 
te di un sistema che risponde a tipi di stress (danni ossida- 
tivi) differenti da quelli a cui risponde rpoS; la sua funzio- 
ne è quella di impedire l’espressione di vie di riparazione 
non necessarie. DsrA, RprA e OxyS sono molecole di RNA 
batterico relativamente piccole (meno di 300 nucleotidi), 
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Figura 28.23 Regolazione della funzione dell’mRNA in trans 
da parte degli sRNA. Alcuni sRNA (piccoli RNA) - il DsrA, l'RprA e 
l'OxyS - sono coinvolti nel meccanismo di regolazione del gene rpoS. 
Tutti richiedono la proteina Hfq, uno chaperone per l'RNA che facilita 
l'appaiamento RNA-RNA. L'Hfq ha una struttura toroidale, con un 
poro nel centro. (a) DsrA promuove la traduzione appaiandosi a una 
delle catene di una struttura stelo-ansa dell'mRNA, che altrimenti 
bloccherebbe il sito di legame del ribosoma. RprA (non mostrato) 
agisce in modo analogo. (b) OxyS blocca la traduzione legandosi al 
sito di legame del ribosoma. 


chiamate sRNA (dove s sta per small). Negli eucarioti esi- 
stono altri tipi di sRNA, chiamati in altro modo. Tutti gli 
sRNA richiedono, per la loro funzione, la proteina Hfq, 
uno chaperone per l’RNA che facilita l’appaiamento RNA- 
RNA. I geni batterici così regolati finora identificati non so- 
no molti, appena qualche decina in una tipica specie bat- 
terica. Essi rappresentano però degli utili sistemi modello 
per la comprensione dei più complessi meccanismi di re- 
golazione mediati dall’RNA negli eucarioti. 

La regolazione in cis è mediata da una classe di struttu- 
re di RNA chiamate ribointerruttori. Come abbiamo visto 
nel Box 26.3, gli aptameri sono molecole di RNA, prodot- 
te in vitro, in grado di legarsi a particolari ligandi. Com'è 
prevedibile, tali domini di legame dell’RNA sono presenti 
anche in natura - nei ribointerruttori - in un numero 
significativo di mRNA batterici (e anche in un certo nu- 
mero di RNA eucariotici). Questi aptameri naturali sono 
domini che si trovano in regioni non tradotte all’estremi- 
tà 5' di alcuni mRNA batterici. Il legame di un ribointer- 


© 978-88-08-26148-9 


Sito di legame 
del ribosoma 


La stabilizzazione 

di una struttura di 
terminazione della 
trascrizione sopprime la 
trascrizione. 


(a) 
poli(U) 

terminatore 
3/ 
5! 
Il blocco del sito di legame 


del ribosoma interrompe 
la traduzione. 


(b) 


3! 


5! 


Regolazione dello splicing 
negli introni dei funghi e 
delle piante. 


3/ 


5'——— GUACGG Sito di splicing 3’ 


Sito di splicing 5’ 


Figura 28.24 Regolazione della funzione dell’mRNA batterico 
in cis da parte dei ribointerruttori. Vengono illustrati i meccanismi 
d'azione noti di diversi ribointerruttori, basati sulla presenza di un 
aptamero molto diffuso che lega la tiamina pirofosfato. Il legame 
della TPP all'aptamero provoca una variazione conformazionale che 
produce gli effetti illustrati in (a), (bb) e (c) in diversi sistemi in cui viene 
utilizzato l'aptamero. 


ruttore al suo specifico ligando provoca una variazione 
conformazionale nell’mRNA; la trascrizione viene inibita 
a causa della stabilizzazione di una struttura di termina- 
zione prematura, oppure può essere inibita la traduzione 
(in cis) per occlusione del sito di legame del ribosoma (Fi- 
gura 28.24). In moltissimi casi l’interruttore agisce come 
una specie di inibizione a feedback. La maggior parte dei 
geni regolati in questo modo è coinvolta nella sintesi o nel 
trasporto del ligando che si lega al ribointerruttore. Quin- 
di, se il ligando è presente a livelli elevati, il ribointerrutto- 
re inibisce l’espressione del gene per la sintesi del ligando. 

Ciascun ribointerruttore lega un solo tipo di ligando. 
Esistono però ribointerruttori in grado di rispondere a 
molti ligandi differenti, come la tiamina pirofosfato (TP, 
vitamina B;), la cobalammina (vitamina B,p), il flavin mo- 
nonucleotide, la lisina, l'S-adenosilmetionina (adoMet), 
le purine, l’N-acetilglucosammina 6-fosfato e la glicina. È 
probabile che debbano essere scoperti anche molti altri 
ligandi. Il ribointerruttore che risponde alla TPP sembra 
essere quello più comune; si trova in molti batteri, funghi 
e in alcune piante. Il ribointerruttore batterico TPP inibi- 
sce la traduzione in alcune specie, mentre in altre indu- 
ce una terminazione prematura della trascrizione (Figu- 
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ra 28.24). Il ribointerruttore eucariotico TPP si trova ne- 
gli introni di certi geni e modula i loro splicing alternativi 
(vedi la Figura 26.21). Non è ancora chiaro quanto siano 
comuni i ribointerruttori; si pensa però che essi regolino 
più del 4% dei geni di Bacillus subtilis. 


Man mano che aumentano le nostre conoscenze 
sui ribointerruttori, si cerca di individuare anche 
le loro possibili applicazioni mediche. Per esem- 
pio, molti dei ribointerruttori descritti fino a oggi, compre- 
so quello che risponde all’adoMet, sono stati trovati solo 
nei batteri. Un farmaco che si leghi e attivi l’interruttore 
adoMet inattiverebbe i geni che codificano gli enzimi che 
trasportano e sintetizzano l’adoMet, privando così le cel- 
lule batteriche di questo cofattore essenziale. Sono in cor- 
so tentativi di sviluppare farmaci basati su questo princi- 
pio, da utilizzare come una nuova classe di antibiotici. O 
Il ritmo con cui vengono oggi scoperti nuovi RNA fun- 
zionali non accenna a rallentare. Si consolida sempre più 
l'ipotesi che ’RNA abbia avuto un ruolo speciale nel pro- 
cesso dell’evoluzione della vita sul nostro pianeta (Capi- 
tolo 26). Gli sRNA e i ribointerruttori, come i ribozimi e 
i ribosomi, potrebbero essere le vestigia di un mondo a 
RNA che il tempo ha nascosto, ma che persiste sotto forma 
di una ricca serie di meccanismi biologici tuttora funzio- 
nanti nella biosfera. La selezione in laboratorio degli ap- 
tameri e dei ribozimi con nuove funzioni di legame e ca- 
talitiche (vedi il Box 26.3) suggerisce che le attività basa- 
te sull’RNA siano compatibili con l’esistenza di un mondo 
a RNA. La scoperta che le funzioni basate sull’RNA sono 
presenti in diversi organismi fa pensare che esistano tut- 
tora componenti chiave del metabolismo basate sull’RNA. 
Per esempio, gli aptameri naturali dei ribointerruttori po- 
trebbero essere derivati da molecole di RNA che, miliar- 
di di anni fa, si sarebbero legate a cofattori necessari per 


la promozione di processi essenziali per il metabolismo 
del mondo a RNA. 


e Alcunigenisono regolati per ricombinazione genetica 


Passiamo ora a un altro tipo di regolazione genica nei bat- 
teri, che comporta il riarrangiamento del DNA: la ricombi- 


Sequenza ripetuta invertita (hix) 


Promotore per FljB 


DNA (| 


mRNA hin mRNA fIB e fljA 
Ricombinasi Hin Flagellina procsina((_) 
FIjB FIjA 
(a) (repressore) 


Segmento trasposto 


- 
mRNA hin 
(b) Ricombinasi Hin 
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Regolazione dell'espressione genica 


Figura 28.25 Salmonella typhimurium, con flagelli ben evidenti. 


nazione. La Salmonella typhimurium, che vive nell'intestino 
dei mammiferi, si sposta ruotando i flagelli che si diparto- 
no dalla sua superficie cellulare (Figura 28.25). Le molte 
copie della proteina flagellina (M, 53 000) che costituisce 
i flagelli sono un importante bersaglio del sistema immu- 
nitario dei mammiferi. Ma le cellule di Salmonella hanno 
un meccanismo che aggira la risposta immunitaria: esse 
sono in grado di passare tra due diverse forme di flagelli- 
na (FljB e FIC) ogni circa 1000 generazioni, attraverso un 
processo chiamato variazione di fase. 

Il passaggio da una forma all’altra è dovuto alla pe- 
riodica inversione di un segmento di DNA contenente il 
promotore del gene della flagellina. l'inversione consiste 
in una specifica reazione di ricombinazione sito-specifica 
(vedi la Figura 25.37), mediata dalla ricombinasi Hin a li- 
vello di specifiche sequenze di 14 bp (sequenze hix) in cia- 
scuna delle due estremità del segmento di DNA. Quando 
il segmento di DNA ha un certo orientamento, vengono 
espressi il gene per la flagellina F1jB e il gene che codifica 
un repressore (FljA) (Figura 28.26a); il repressore impe- 
disce l’espressione del gene per la flagellina FIiC. Quan- 
do il segmento di DNA viene invertito (Figura 28.26b), 
i geni fljA e fljB non vengono più trascritti, mentre vie- 


Figura 28.26 Regolazione dei geni della 
flagellina in Salmonella: variazione di fase. 

| prodotti dei geni fliC e fljB sono costituiti da 
diversi tipi di flagellina. Il gene hin codifica 

la ricombinasi che catalizza l'inversione del 
segmento di DNA che comprende il promotore 
fljBe ilgene hin.1 siti di ricombinazione 
(sequenze ripetute invertite) sono chiamati hix 
(rappresentati in giallo). (a) In un orientamento 
viene espresso il gene fljB, insieme alla 
proteina repressore (il prodotto del gene fljA) 
che reprime la trascrizione del gene fliC. 

(b) Nell'orientamento opposto viene espresso 
il gene fliC, e i geni fljA e fljBnon possono 
essere trascritti. L'interconversione tra i due 


Promotore 
per FliC 


SS 
stati, nota come variazione di fase, richiede 
mRNA fliC anche l'intervento di altre due proteine, HU e 
FIS, che si legano in modo non specifico al DNA 
Flagellina FC (non mostrate). 
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M Tabella 28.1 Esempi di regolazione genica mediante ricombinazione 


Ricombinasi/ 
Sistema sito di ricombinazione 
Variazione di fase (Salmonella) Hin/hix 


Cambiamento di ospite (batteriofago p) Gin/gix 


Cambiamento di tipo riproduttivo Endonucleasi HO, 
(lievito) proteina RAD52, altre 

proteine/MAT 
Variazione antigenica (tripanosomi)* Variabile 


Tipo di 

ricombinazione Funzione 

Sito-specifica L'espressione alternativa di due geni per 
la flagellina elude il sistema immunitario 
dell’ospite 

Sito-specifica L'espressione alternativa di due geni per le 


fibre caudali influenza il tipo di ospite 


Conversione genica —L’espressione alternativa di due tipi 

non reciproca * riproduttivi di lievito, a e a, crea cellule di tipo 
riproduttivo diverso, che possono accoppiarsi e 
intraprendere la meiosi 


Conversione genica L'espressione successiva di geni diversi 

non reciproca* che codificano le glicoproteine variabili di 
superficie (VSG) consente di eludere il sistema 
immunitario dell'ospite 


* Nella conversione genica non reciproca (una classe di eventi di ricombinazione non trattata nel Capitolo 25), l'informazione genetica viene spostata da una parte 
del genoma (dove è silente) a un’altra parte (dove viene espressa) in una reazione simile alla trasposizione replicativa (vedila Figura 25.41). 

*I tripanosomi causano la malattia del sonno africana e altre malattie (vedi il Box 6.3). La superficie esterna di un tripanosoma è costituita da molte copie di una singo- 
la proteina VSG, il principale antigene di superficie. Una cellula può cambiare gli antigeni di superficie più di 100 volte, impedendo un'efficace difesa da parte del siste- 


ma immunitario dell'ospite. 


ne indotto il gene fliC, appena il repressore scompare. 
La ricombinasi Hin, codificata dal gene hin che fa parte 
del segmento di DNA che va incontro a inversione, viene 
espressa indipendentemente dall’orientamento del seg- 
mento di DNA, quindi la cellula può sempre passare da 
uno stato all’altro. 

Questo tipo di regolazione “on-off” (“tutto o nulla”) 
ha il vantaggio di essere assoluto. L'espressione del gene 
è impossibile quando questo è separato fisicamente dal 
suo promotore (si noti la posizione del promotore fljB 
nella Figura 28.26b). Un meccanismo del tipo “on-off” 
è importante in questo sistema (anche se influenza solo 
uno dei due geni della flagellina), perché un flagello con 
anche una sola copia di flagellina sbagliata sarebbe vul- 
nerabile all’azione degli anticorpi contro tale proteina. Il 
sistema di Salmonella non è certo unico, e regolazioni si- 
mili si trovano anche in altri batteri e in alcuni batterio- 
fagi. Anche negli eucarioti sono stati trovati sistemi di ri- 
combinazione con funzioni simili (Tabella 28.1). La rego- 
lazione genica mediata da riarrangiamenti del DNA che 
spostano geni e/o promotori è particolarmente comune 
nei batteri patogeni che cambiano la loro specificità va- 
riando il tipo di cellula ospite oppure le proprie proteine 
superficiali, in modo da sfuggire all’azione del sistema 
immunitario dell’organismo ospite. 


SOMMARIO 28.2 
Regolazione dell'espressione genica nei batteri 
e Oltre alla repressione da parte del repressore Lac, l’o- 
perone lac di E. coli va incontro a regolazione positi- 
va da parte della proteina recettore del cAMP (CRP). 
Quando la [glucosio] è bassa, la [CAMP] è alta, e il 
complesso CRP-cAMP si lega a uno specifico sito nel 
DNA, stimolando la trascrizione dell’operone lac e la 
produzione di enzimi che metabolizzano il lattosio. In 
presenza di glucosio la [CAMP] si riduce, facendo di- 
minuire l’espressione del gene lac e di altri geni coin- 
volti nel metabolismo degli zuccheri secondari. Un 
gruppo di operoni regolati in modo coordinato è detto 
regulone. 


e Gli operoni che producono gli enzimi della sintesi degli 
amminoacidi vanno incontro a un meccanismo di re- 
golazione chiamato attenuazione, che utilizza un sito 
di terminazione della trascrizione (l’attenuatore) nel- 
I’mRNA. La formazione dell’attenuatore è modulata 
tramite un meccanismo che accoppia la trascrizione e 
la traduzione, e risponde a piccole variazioni della con- 
centrazione degli amminoacidi. 

e Nel sistema SOS, più geni non legati tra loro repressi da 
un singolo repressore vengono indotti contemporanea- 
mente quando un danno al DNA innesca la proteolisi 
autocatalitica del repressore, facilitata dalla proteina 
RecA. 

e Nella sintesi delle proteine ribosomiali, una proteina in 
ciascun operone di proteina r si comporta da repres- 
sore della traduzione, legandosi all’mRNA e bloccando 
la traduzione solo quando la proteina r è presente in 
eccesso rispetto all’rRNA disponibile. 

e La regolazione post-trascrizionale di alcuni mRNA è 
mediata dagli sRNA che agiscono in trans o dai riboin- 
terruttori, che sono parte della struttura dello stesso 
mRNA, che agiscono in cis. 

e Alcuni geni sono regolati per mezzo del processo di ri- 
combinazione genetica, che sposta i promotori rispetto 
ai geni che devono essere regolati. La regolazione può 
avere luogo anche a livello della traduzione. 


Regolazione dell'espressione genica 
negli eucarioti 


L'inizio della trascrizione è un momento cruciale dell’e- 
spressione dei geni in tutti gli organismi. Anche se gli eu- 
carioti e i batteri utilizzano alcuni meccanismi di regola- 
zione simili, la regolazione della trascrizione nei due siste- 
mi è sostanzialmente diversa. 

Possiamo definire lo stato basale di trascrizione come 
l’attività dei promotori e dell'intero sistema di traduzio- 
ne in vivo, in assenza di sequenze regolatrici. Nei batteri 
l’RNA polimerasi in genere ha accesso a ogni promotore, 
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e può legarsi a esso e iniziare la trascrizione in assenza di 
attivatori o repressori. Quindi, lo stato basale della trascri- 
zione non è restrittivo. Invece negli eucarioti i promotori 
sono in genere inattivi in assenza di proteine regolatrici; 
in altri termini, lo stato basale della trascrizione è restritti- 
vo. Questa sostanziale differenza è alla base di quattro im- 
portanti aspetti che distinguono l’espressione genica degli 
eucarioti da quella dei batteri. 

In primo luogo, l’accesso ai promotori eucariotici è li- 
mitato dalla struttura della cromatina, e l’attivazione della 
trascrizione è associata a molte modificazioni nella struttu- 
ra della cromatina nella regione trascritta. In secondo luo- 
go, sebbene nelle cellule eucariotiche siano stati scoperti 
elementi regolatori sia positivi sia negativi, i meccanismi 
di regolazione positivi predominano nei sistemi studiati 
fino a oggi. Quindi, dato che lo stato trascrizionale di base 
è restrittivo, praticamente ogni gene eucariotico richiede 
un’attivazione per essere trascritto. Una terza significati- 
va differenza è rappresentata dalla maggiore complessità 
delle proteine regolatrici multimeriche presenti negli eu- 
carioti rispetto ai procarioti. Infine, negli eucarioti la tra- 
scrizione nucleare è temporalmente e fisicamente separa- 
ta dalla traduzione citoplasmatica. 

La complessità dei circuiti di regolazione nelle cellule 
eucariotiche è straordinaria, come vedremo nella discussio- 
ne seguente. Concluderemo la sezione con una descrizio- 
ne di uno dei circuiti più elaborati: la cascata degli eventi 
di regolazione che controlla lo sviluppo nel moscerino del- 
la frutta. 


e Lacromatinatrascrizionalmente attiva è strutturalmente 
diversa dalla cromatina inattiva 

Gli effetti della struttura cromosomica sulla regolazio- 

ne genica degli eucarioti non hanno un corrispettivo nei 

procarioti. Nel ciclo cellulare degli eucarioti, i cromoso- 

mi dell’interfase appaiono a prima vista dispersi e amor- 

fi (vedi la Figura 24.24). Nonostante ciò, si possono trova- 
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re diverse forme di cromatina in questi cromosomi. Circa 
il 10% della cromatina in una tipica cellula eucariotica si 
trova in una forma più condensata rispetto al resto della 
cromatina. Questa forma, l’eterocromatina, è trascrizio- 
nalmente inattiva. L’eterocromatina è generalmente asso- 
ciata a particolari strutture cromosomiche, per esempio i 
centromeri. La restante cromatina, meno condensata, è 
detta eucromatina. 

La trascrizione di un gene eucariotico viene fortemen- 
te repressa quando il DNA si trova nella forma condensata 
propria della eterocromatina. Parte della cromatina, anche 
se non tutta, è trascrizionalmente attiva. Le regioni dei cro- 
mosomi trascrizionalmente attive vengono distinte dall’ete- 
rocromatina in almeno tre modi: il posizionamento dei nu- 
cleosomi, la presenza di varianti istoniche e la modificazio- 
ne covalente dei nucleosomi. Questi cambiamenti struttu- 
rali della cromatina associati alla trascrizione vengono chia- 
mati, nel loro insieme, rimodellamento della cromatina. 
Il rimodellamento richiede enzimi in grado di indurre tali 
cambiamenti (Tabella 28.2). 

Esistono cinque famiglie note di complessi enzimati- 
ci che spostano o riposizionano i nucleosomi utilizzando 
l’idrolisi dell'ATP; tre di queste sono particolarmente im- 
portanti nell’attivazione della trascrizione (Tabella 28.2; 
vedi la nota della tabella per una spiegazione del signifi- 
cato delle abbreviazioni dei nomi dei complessi enzimati- 
ci trattati qui di seguito). SWI/SNF, che si trova in tutte le 
cellule eucariotiche, contiene almeno un nucleo costituito 
da sei polipeptidi, che insieme rimodellano la cromatina in 
modo che i nucleosomi diventino più distanziati e disposti 
irregolarmente. Essi stimolano anche il legame dei fattori 
di trascrizione. Il complesso comprende un componente 
detto bromodominio, situato vicino all’estremità carbos- 
silica del sito attivo della subunità dell’ATPasi attiva, che 
interagisce con le code degli istoni acetilati. SWI/SNF non 
è necessario per la trascrizione di tutti i geni. NURF, un 
membro della famiglia ISW1, rimodella la cromatina con 


M Tabella 28.2 Alcuni complessi enzimatici che catalizzano le modificazioni strutturali della cromatina associate alla trascrizione 


Struttura oligomerica 


Complesso enzimatico* (numero di polipeptidi) Fonte Attività 

Modificazione degli istoni 

GCN5-ADA2-ADA3 3 Lievito GCN5 ha un'attività di tipo A HAT 

SAGA/PCAF >20 Eucarioti Comprende GCN5-ADA2-ADA3; acetila residui in H3 e H2B 
NuA4 almeno 12 Eucarioti Il componente Esal ha un'attività HAT; acetila H4, H2A e H2AZ 


Enzimi per lo spostamento/riposizionamento degli istoni che richiedono ATP 


SWI/SNF >6; M, totale 2 X 10° 
Famiglia ISWI Varia 
Famiglia SWR1 12 
Chaperoni degli istoni che non richiedono ATP 
HIRA 1 


Eucarioti 


Eucarioti 


Eucarioti 


Eucarioti 


Rimodellamento dei nucleosomi; attivazione della trascrizione 


Rimodellamento dei nucleosomi; repressione trascrizionale; 
attivazione trascrizionale in alcuni casi (NURF) 


Deposizione dell’H2 AZ 


Deposizione dell’H3.3 durante la trascrizione 


* Le abbreviazioni dei geni e delle proteine degli eucarioti sono spesso più confuse di quelle usate peri batteri. Il complesso formato dalle proteine GCN5 (control- 
lo generale non dereprimibile) e ADA (attivazione da alterazione/carenza) fu scoperto durante lo studio della regolazione dei geni nel metabolismo dell’azoto nel 
lievito. Queste proteine fanno parte del complesso più grande SAGA (SPF, ADA2, 3, GCN5, acetiltrasferasi) dei lieviti. L’equivalente del SAGA nell'uomo è il PCAF 
(fattore associato a p300/CBP). NuA4 è l’acetiltrasferasi nucleosomica di H4; ESA1 è l’acetiltrasferasi essenziale correlata con SAS-2. SWI è stata scoperta come una 
proteina necessaria per l’espressione di alcuni geni coinvolti in modificazioni di tipo sessuale nel lievito e SNF (sucrose non fermenting) come fattore per l’espres- 
sione del gene del lievito perla saccarasi. Studi successivi hanno dimostrato l’esistenza di più proteine SWI e SNF che agiscono insieme. Il complesso SWI/SNF ha 
un ruolo nell'espressione di un'ampia gamma di geni ed è stato trovato in molti eucarioti tra cui l’uomo. ISWI significa imitazione di SWI; NURF, fattore di rimo- 
dellamento nucleare (nuclear remodelling factor); SWR1, ATPasi 1 correlata a Swi2/Snf2; HIRA, regolatore istonico A. 
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meccanismi che si aggiungono e si sovrappongono all’at- 
tività di SWI/SNE Questi due complessi enzimatici hanno 
un’importanza cruciale per la preparazione di una regio- 
ne della cromatina trascrizionalmente attiva. 

La terza importante famiglia di proteine ha un ruolo 
sostanzialmente diverso. La cromatina trascrizionalmen- 
te attiva tende a essere carente di istone H]1, che si lega al 
DNA di collegamento tra le particelle nucleosomiche. Que- 
ste regioni della cromatina sono anche arricchite di varianti 
istoniche H3.3 e HZ AZ (vedi il Box 24.2). Le alterazioni nel 
contenuto istonico sono mediate, ancora una volta, da en- 
zimi specializzati e da complessi di proteine. L’inserimen- 
to di H2 AZ coinvolge membri di questa terza famiglia di 
enzimi rimodellanti dipendenti dall’ATP chiamati SWRI1. 

La modificazione covalente degli istoni viene profon- 
damente alterata all’interno della cromatina trascrizional- 
mente attiva. Gli istoni del nucleo delle particelle del nu- 
cleosoma (H2A, H2B, H3, H4; vedi la Figura 24.26) vengo- 
no modificati mediante la metilazione dei residui di Lys o 
di Arg, la fosforilazione di residui di Ser o di Thr, l’acetila- 
zione (vedi oltre), l’ubiquitinazione (vedi la Figura 2747) 
o la sumoilazione. Ogni nucleo istonico è provvisto di due 
domini strutturali distinti. Il dominio centrale è coinvolto 
nell’interazione istone-istone e nell’avvolgimento del DNA 
attorno al nucleosoma. Il secondo dominio amminotermi- 
nale ricco di lisina è normalmente posizionato verso l’e- 
sterno della particella del nucleosoma completo; le modi- 
ficazioni covalenti avvengono a livello di specifici residui 
presenti soprattutto in questo dominio amminotermina- 
le. I tipi di modificazione hanno spinto alcuni ricercatori 
a proporre l’esistenza di un codice istonico in cui i tipi di 
modificazione vengono riconosciuti da enzimi che altera- 
no la struttura della cromatina. Infatti, alcune modificazio- 
ni sono essenziali per le interazioni con proteine che han- 
no un ruolo fondamentale nella trascrizione. 

L’acetilazione e la metilazione degli istoni fanno parte 
dei processi che attivano la cromatina per la trascrizione. 
Durante la trascrizione, listone H3 viene metilato (da spe- 
cifiche metilasi istoniche) a livello della Lys! nei nucleoso- 
mi vicino all'estremità 5’ della regione codificante e del- 
la Lys*° posta all’interno della regione codificante. Que- 
ste metilazioni facilitano il legame delle istone acetiltra- 
sferasi (HAT), enzimi che acetilano particolari residui di 
Lys. Le HAT citosoliche (tipo B) acetilano gli istoni neosin- 
tetizzati prima che questi vengano importati nel nucleo. 
La successiva organizzazione degli istoni nella formazio- 
ne della cromatina dopo la replicazione è facilitata dagli 
chaperoni CAFI per gli istoni H3 e H4 (vedi il Box 24.2), e 
NAPI1 per HZ A e H2B. 

Quando la cromatina sta per essere attivata per la tra- 
scrizione, gli istoni nucleosomiali sono ulteriormente ace- 
tilati dalle HAT nucleari (tipo A). L’acetilazione di più resi- 
dui di lisina nei domini amminoterminali degli istoni H3 
e H4 può ridurre l’affinità dell’intero nucleosoma per il 
DNA. L'acetilazione di particolari residui di lisina è cruciale 
per l'interazione dei nucleosomi con altre proteine. Quan- 
do la trascrizione di un gene non è più necessaria, il grado 
di acetilazione dei nucleosomi nelle zone vicine si riduce 
per azione delle istone deacetilasi (HDAC), la cui attività 
fa parte di un processo di silenziamento genico che riporta 
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la cromatina nello stato trascrizionalmente inattivo. Oltre 
alla rimozione di alcuni gruppi acetilici, una nuova modi- 
ficazione covalente degli istoni identifica la cromatina co- 
me trascrizionalmente inattiva. Per esempio, la Lys? dell’i- 
stone H3 spesso è metilata nell’eterocromatina. 

L'effetto globale del rimodellamento della cromatina è 
quello di rendere un segmento di cromatina più accessibile 
e di “marcarlo” (cioè modificarlo chimicamente), in modo 
da facilitare il legame e l’attività dei fattori di trascrizione 
che regolano l’espressione del gene o dei geni presenti in 
quella specifica regione. 


e Lamaggior parte dei promotori eucariotici è regolata 
positivamente 

Com'è noto, le RNA polimerasi eucariotiche hanno poca 
o nessuna affinità intrinseca per i loro promotori e l’inizio 
della trascrizione dipende quasi sempre dall’azione di 
più proteine attivatrici. Un motivo che può spiegare 
la necessità di un processo di regolazione positiva 
sembra ovvio: l’immagazzinamento del DNA all’interno 
della cromatina rende la maggior parte dei promotori 
inaccessibili alla polimerasi, e quindi i geni sono silenti 
in assenza di specifici meccanismi di regolazione. Se 
la struttura della cromatina influenza l’accesso della 
polimerasi ad alcuni promotori più che ad altri, l’azione 
dei repressori che si legano al DNA in modo da impedire 
l’accesso dell’RNA polimerasi (regolazione negativa) 
potrebbe essere spesso ridondante. Sono quindi necessari 
altri fattori per il processo di regolazione positiva, due 
dei quali sembrano essere particolarmente importanti: le 
grandi dimensioni dei genomi eucariotici e la maggiore ef- 
ficienza della regolazione positiva. 

Innanzitutto il legame non specifico al DNA delle pro- 
teine regolatrici diventa un problema molto importante 
per i genomi di grandi dimensioni degli eucarioti superio- 
ri. Inoltre la probabilità che una singola specifica sequen- 
za di legame si trovi casualmente in un sito inappropriato 
aumenta con le dimensioni del genoma. Il controllo com- 
binatorio diventa quindi importante in un genoma mol- 
to esteso (Figura 28.27). La specificità dell’attivazione tra- 
scrizionale può aumentare se per attivare un gene ciascu- 
na delle proteine della regolazione positiva si deve legare 
a specifiche sequenze del DNA. Il numero medio di siti di 
regolazione per un gene di un organismo pluricellulare è 
sei, e sono comuni geni che vengono regolati da una deci- 
na di questi siti. La richiesta del legame di molte proteine 
per la regolazione positiva a specifiche sequenze di DNA 
riduce sensibilmente la probabilità di un casuale accosta- 
mento funzionale di tutti i siti di legame. Inoltre, il nume- 
ro reale di proteine regolatrici che devono essere codifica- 
te da un genoma per regolare tutti i propri geni può essere 
ridotto (Figura 28.27). Anche se non è necessario un nuovo 
regolatore per ogni gene, la regolazione è ugualmente così 
complessa negli eucarioti superiori da far sì che i geni che 
codificano le proteine per la regolazione positiva rappre- 
sentino dal 5% al 10% di tutti i geni. In linea di principio, 
una simile strategia combinatoria potrebbe essere utilizza- 
ta dagli elementi multipli di regolazione negativa, ma que- 
sto introduce la seconda ragione per cui viene preferita la 
regolazione positiva: essa è semplicemente più efficiente. 
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Figura 28.27 |vantaggi del controllo combinatorio. Il 
controllo combinatorio permette la regolazione specifica di molti 
geni utilizzando un repertorio limitato di proteine regolatrici. Si 
considerino le possibilità riguardo alla regolazione da parte di due 
diverse famiglie di proteine leucina zipper (in rosso e in verde). Se 
ciascuna famiglia genica di proteine regolatrici è costituita da tre 
membri (mostrati con ombreggiature chiare, scure e intermedie, 
ciascuna legata a una differente sequenza di DNA) che possono 
formare liberamente sia omodimeri sia eterodimeri, esistono sei 


Se i circa 25 000 geni del genoma umano venissero regola- 
ti negativamente, ciascuna cellula dovrebbe sintetizzare, 
in ogni momento, tutti i differenti repressori a concentra- 
zioni tali da permettere lo specifico legame a ciascun ge- 
ne “non necessario”. Nella regolazione positiva la maggior 
parte dei geni è in genere inattiva (cioè le RNA polimera- 
si non si legano ai promotori) e la cellula sintetizza solo le 
proteine attivatrici necessarie per promuovere la trascri- 
zione del sottogruppo di geni richiesti in quel particolare 
momento. Ciò nonostante, vi sono esempi di regolazione 
negativa anche negli eucarioti, dal lievito all'uomo, come 
ora vedremo. 


e  Gliattivatorie i coattivatori che si legano al DNA facilitano 
l'organizzazione dei fattori generali di trascrizione 
Continueremo la nostra analisi sulla regolazione dell’e- 
spressione genica negli eucarioti, tornando alle interazioni 
trai promotori e l’RNA polimerasi II (Pol II), l'enzima re- 
sponsabile della sintesi degli mRNA eucariotici. Anche se 
molti (ma non tutti) promotori della Pol II includono le se- 
quenze TATA box e le sequenze Inr (di inizio), con la loro 
spaziatura standard (vedi la Figura 26.8), essi variano sen- 
sibilmente per numero e per localizzazione delle sequenze 
addizionali necessarie per la regolazione della trascrizione. 
Queste sequenze regolatrici addizionali, generalmente 
legate da attivatori della trascrizione, sono chiamate en- 
hancer negli eucarioti superiori e sequenze attivatrici a 
monte (UAS) nei lieviti. Un tipico enhancer si può trova- 


CAPITOLO 28 


Regolazione dell'espressione genica 1201 


specie dimeriche possibili in ogni famiglia, ciascuna delle quali 
dovrebbe riconoscere una diversa sequenza di DNA regolatorio 
doppiamente ripartita. Se un gene avesse un sito regolatorio 

per ciascuna famiglia di proteine, sarebbero possibili 36 diverse 
combinazioni regolatorie, utilizzando le sei proteine appartenenti a 
queste due famiglie. Con sei o più siti utilizzati nella regolazione di un 
classico gene eucariotico, il numero delle varianti possibili è maggiore 
di quello indicato in questo esempio. 


re centinaia o migliaia di coppie di basi a monte del sito di 
inizio della trascrizione, ma anche in una posizione a val- 
le, all’interno della stessa sequenza genica. Quando si lega 
alle appropriate proteine regolatrici, l’enhancer aumenta 
la trascrizione a livello dei promotori vicini, indipenden- 
temente dal suo orientamento nel DNA. Le sequenze UAS 
del lievito funzionano in modo analogo, anche se in gene- 
re sono posizionate qualche centinaia di basi a monte del 
sito di inizio della trascrizione. 

Un legame produttivo dell’oloenzima RNA polimerasi II 
a uno dei promotori richiede l’azione di cinque tipi di pro- 
teine che sono state ora descritte: (1) gli attivatori trascri- 
zionali, che si legano agli enhancer e alle UAS e facilitano 
la trascrizione; (2) i regolatori architettonici, che facili- 
tano il ripiegamento ad ansa del DNA; (3) le proteine di 
modificazione e rimodellamento della cromatina, già 
descritte; (4) i coattivatori; (5) i fattori di trascrizione di 
base (vedi la Figura 26.9 e la Tabella 26.2), necessari a livel- 
lo di ogni promotore della Pol II (Figura 28.28). I coattiva- 
tori agiscono indirettamente, senza legarsi al DNA, e sono 
necessari per la comunicazione essenziale tra gli attivato- 
ri, i complessi costituiti dalla Pol II e i fattori di trascrizio- 
ne di base (o generali). Inoltre, varie proteine che agiscono 
da repressori interferiscono con la comunicazione tra RNA 
polimerasi e attivatori, provocando la repressione della tra- 
scrizione (Figura 28.28b). Ci occuperemo ora dei complessi 
proteici mostrati nella Figura 28.28 e del modo in cui inte- 
ragiscono per attivare la trascrizione. 
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Attivatori della trascrizione La richiesta di attivatori va- 
ria notevolmente da un promotore all’altro. Alcuni attiva- 
tori facilitano la trascrizione a livello di centinaia di pro- 
motori diversi, mentre altri sono più specifici. Molti attiva- 
tori sono sensibili al legame di molecole segnale, che con- 
feriscono loro la capacità di attivare o di bloccare la tra- 
scrizione in risposta a variazioni dell'ambiente cellulare. 
Alcuni enhancer legati agli attivatori sono molto distanti 
dal TATA box del promotore. In un tipico gene, molti en- 
hancer (spesso sei o più) si legano a un numero simile di 
attivatori, generando un controllo combinatorio e favoren- 
do una risposta a più segnali. 


Regolatori architettonici Come possono questi attivato- 
ri funzionare a distanza? La risposta sta nel fatto che, nel- 
la maggior parte dei casi, nel DNA si possono formare del- 
le anse, in modo tale che i vari complessi proteici siano in 
grado di interagire direttamente. La formazione delle anse 
è mediata da regolatori architettonici: si tratta di proteine 
non istoniche, abbondanti nella cromatina, che si legano 
al DNA con specificità limitata. Queste proteine ad alta 
motilità (HMG) (Figura 28.8c; “alta motilità” si riferisce 
alla mobilità elettroforetica in un gel di poliacrilammide) 
svolgono principalmente un ruolo cruciale nel rimodella- 
mento e nell’attivazione della trascrizione. 


Complessi proteici coattivatori La maggior parte dei si- 
ti di trascrizione richiede la presenza di complessi protei- 
ci addizionali. Alcuni dei complessi di proteine regolatrici 


Figura 28.28 Promotori eucariotici e proteine regolatrici. 
L’RNA polimerasi Il e i fattori di trascrizione di base (generali) a essa 
associati formano un complesso di preinizio a livello del TATA box e 
del sito Inr dei corrispondenti promotori. Questo processo è facilitato 
dagli attivatori della trascrizione, che agiscono tramite coattivatori 
(Mediatore, TFIID, o entrambi). (a) Un promotore composito, con le 
tipiche sequenze e i complessi proteici presenti nel lievito e negli 
eucarioti superiori. Il dominio carbossiterminale (CTD) della Pol Il 
(vedi la Figura 26.9) è un importante punto di interazione con il 
Mediatore e con altri complessi proteici. Gli enzimi (non mostrati) per 
la modificazione degli istoni catalizzano reazioni di metilazione e di 
acetilazione. Gli enzimi per il rimodellamento alterano la composizione 
e il posizionamento dei nucleosomi. Gli attivatori della trascrizione 
hanno domini di legame del DNA e domini di attivazione distinti. Le 
frecce verdi indicano modi comuni di interazione che sono spesso 
necessari per l'attivazione della trascrizione, come è stato spiegato 
nel testo. Le proteine HMG sono una tipologia comune di regolatori 
architettonici (vedi la Figura 28.5); esse facilitano la formazione 
dell'ansa di DNA necessaria per tenere insieme i componenti legati 

a livello di siti di legame distanti tra loro. (b) | repressori eucariotici 
della trascrizione agiscono tramite vari meccanismi. Alcuni si 

legano direttamente al DNA, rimuovendo le proteine necessarie per 
l'attivazione (non mostrate). Altri interagiscono con varie parti dei 
complessi di trascrizione o di attivazione, per impedire l'attivazione. 
Possibili punti di interazione sono indicati con frecce rosse. (c) La 
struttura di una proteina HMG in complesso con il DNA mostra come 
le proteine HMG facilitino la formazione delle anse di DNA. Il legame 
è relativamente non specifico, sebbene siano state identificate delle 
sequenze di DNA preferenziali per molte delle proteine HMG note. 
Nella figura è mostrato il dominio HMG della proteina HMG-D della 
Drosophila, legato al DNA (PDB ID 1QRV). 
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più rilevanti che interagiscono con la Pol II sono stati defi- 
niti sia geneticamente che biochimicamente. Questi com- 
plessi coattivatori agiscono da intermediari tra gli attiva- 
tori della trascrizione e il complesso Pol II 

Il principale coattivatore eucariotico è costituito da 20- 
30 o più polipeptidi presenti in un complesso proteico chia- 
mato Mediatore (Figura 28.28); molti dei 20 polipeptidi 
del nucleo del complesso sono altamente conservati in mol- 
ti organismi, dai funghi all'uomo. Un'ulteriore struttura 
formata da quattro subunità può interagire con il Media- 
tore e inibire l’inizio della trascrizione. Il Mediatore si lega 
saldamente al dominio carbossiterminale (CTD) della su- 
bunità maggiore della Pol II. Il complesso del Mediatore è 
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essenziale sia per la trascrizione basale, sia per quella re- 
golata a livello dei promotori usati dalla Pol II; inoltre esso 
stimola la fosforilazione di CTD da parte di TFIIH (un fat- 
tore basale di trascrizione). Gli attivatori della trascrizione 
interagiscono con uno o più componenti del complesso del 
Mediatore, e i siti di interazione differiscono da un attiva- 
tore all’altro. I complessi coattivatori funzionano a livello 
del TATA box del promotore o nelle vicinanze. 

Sono stati descritti anche altri coattivatori che ricono- 
scono uno o pochi geni. Alcuni di questi operano insieme 
al Mediatore, mentre altri possono agire in sistemi che non 
lo impiegano. 


Proteina che lega la sequenza TATA Il primo compo- 
nente che si lega al TATA box di un tipico promotore Pol II 
durante la formazione del complesso di preinizio (PIC) 
è la proteina che lega il TATA box (TBP). TBP è spesso, 
ma non sempre, trasportata come parte di un complesso 
più grande (di circa 15 subunità) chiamato TFIID. Il com- 
plesso completo comprende i fattori di trascrizione di ba- 
se TFIIB, TFIIE, TFIIE TFIIH, Pol II e forse TFIIA. Questa 
piccola quantità di PIC spesso non è sufficiente a inizia- 
re la trascrizione e in genere non si forma se il promoto- 
re è nascosto all’interno della cromatina. Gli attivatori e i 
coattivatori promuovono la regolazione positiva che con- 
duce alla trascrizione. 


Coreografia dell’attivazione della trascrizione A 
questo punto siamo in grado di mettere insieme gli even- 
ti dell’attivazione della trascrizione a livello di un tipico 
promotore della Pol II (Figura 28.29). Il modello riporta- 
to nella Figura 28.29 illustra i principi dell’attivazione e la 
via seguita dal processo, anche se l’esatto ordine di legame 
di qualche componente può variare. Molti attivatori del- 
la trascrizione hanno elevata affinità per i loro siti di le- 
game anche quando i siti si trovano nella cromatina con- 
densata. Il legame degli attivatori è spesso l’evento che in- 
nesca la successiva attivazione del promotore e può ren- 
dere possibile il legame di altri, spostando gradualmente 
alcuni nucleosomi. 

Il rimodellamento della cromatina avviene in vari sta- 
di, facilitato da interazioni tra gli attivatori e le HAT o com- 
plessi enzimatici come SWI/SNF (0 ambedue). In tal mo- 
do un attivatore legato può richiamare altri componenti 
necessari per l'ulteriore rimodellamento della cromatina 
e permettere la trascrizione di geni specifici. Gli attivatori 
legati interagiscono con il complesso del Mediatore, che a 
sua volta fornisce una vasta superficie per il legame del- 
la prima TBP (o TFIID), quindi del TFIIB e infine di altri 
componenti del PIC, compresa PRNA polimerasi II. Il Me- 
diatore stabilizza il legame della Pol II e dei fattori di tra- 


Figura 28.29 | componenti dell'attivazione della trascrizione. 
Gli attivatori si legano per primi al DNA. Essi reclutano poi i complessi 
che modificano gli istoni e che rimodellano i nucleosomi e un 
coattivatore come il Mediatore. Quest'ultimo facilita il legame di TBP 
(o TFIID) e di TFIIB. Subito dopo si legano gli altri fattori di trascrizione 
basali e la Pol II. La fosforilazione del dominio carbossiterminale (CTD) 
della Pol Il dà inizio alla trascrizione (non mostrato). 


CAPITOLO 28 


Regolazione dell'espressione genica 


scrizione associati a essa, e facilita molto la formazione del 
PIC. La complessità di questi circuiti di regolazione che 
implicano l’intervento ordinato di numerosi attivatori nel 
DNA per promuovere la trascrizione è quindi una regola, 
piuttosto che un’eccezione. 

Il trascritto può essere diverso passando da un promo- 
tore all’altro. Per esempio, molti promotori hanno un insie- 
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me diverso di sequenze di riconoscimento e possono non 
avere la sequenza TATA; in molti eucarioti pluricellulari 
la composizione delle subunità dei fattori quali TFIID può 
inoltre variare da un tessuto a un altro. Nella maggior par- 
te dei casi sembra però che sia necessario un preciso e or- 
dinato assemblaggio di componenti per iniziare la trascri- 
zione. Il processo di organizzazione non è sempre veloce: 
per alcuni geni può richiedere minuti, per altri geni degli 
eucarioti superiori può richiedere giorni. 


Attivazione reversibile della trascrizione Anche se 
più raramente, alcune proteine regolatrici eucariotiche 
che si legano ai promotori della Pol II o che interagisco- 
no con gli attivatori trascrizionali possono agire come 
repressori, inibendo la formazione di PIC attivi (Figura 
28.29). Alcuni attivatori possono adottare diverse con- 
formazioni e sono così in grado di agire da attivatori o da 
repressori della trascrizione. Per esempio, alcuni recet- 
tori degli ormoni steroidei (descritti più avanti) funzio- 
nano nel nucleo come attivatori della trascrizione, stimo- 
lando la trascrizione di alcuni geni quando è presente un 
particolare ormone steroideo. Quando l’ormone è assen- 
te, le proteine recettoriali assumono una conformazione 
con attività di repressore, impedendo la formazione dei 
PIC. In alcuni casi la repressione comporta l’interazione 
con le istone deacetilasi e con altre proteine che favori- 
scono il ritorno della cromatina allo stato trascrizional- 
mente inattivo. Quando contiene le subunità inibitorie, 
anche il Mediatore può bloccare l’inizio della trascrizio- 
ne. Questo potrebbe essere un meccanismo che assicura 
l'assemblaggio ordinato del PIC (ritardando l’attivazio- 
ne trascrizionale fino a che tutti i fattori necessari non 
sono presenti), oppure un meccanismo che contribuisce 
alla disattivazione dei promotori, quando la trascrizione 
non è più necessaria. 


e  Nellievitoi geni del metabolismo del galattosio sono 
soggetti a regolazione positiva e negativa 

Alcuni dei principi generali descritti fin qui sono ben illu- 
strati da un circuito di regolazione eucariotico già identi- 
ficato (Figura 28.30). Gli enzimi necessari per il trasporto 
e per il metabolismo del galattosio nel lievito sono codifi- 
cati da geni distribuiti in diversi cromosomi (Tabella 28.3). 
Ciascun gene GAL viene trascritto separatamente, dato 
che le cellule del lievito non hanno operoni simili a quelli 
dei batteri. Tutti i geni GAL hanno però promotori simili 


Figura 28.30 Regolazione della trascrizione dei geni GAL nel 
lievito. Il galattosio trasportato all’interno delle cellule di lievito 
viene convertito in glucosio 6-fosfato attraverso una via metabolica 
composta da sei enzimi, i cui geni sono distribuiti in tre cromosomi 
(vedi la Tabella 28.3). La trascrizione di questi geni è regolata 
dall'azione combinata delle proteine Gal4p, Gal80p e Gal3p; la Gal4p 
svolge il ruolo di attivatore della trascrizione, mentre il complesso 
Gal4p-Gal80p è inattivo. Il legame del galattosio a Gal3p porta 
all'interazione di Gal3p con il complesso Gal80p-Gal4p e attiva Gal4p. 
Quest'ultima poi recluta SAGA, il Mediatore e TFIID verso i promotori 
del galattosio, favorendo il legame della DNA polimerasi Il e l'inizio 
della trascrizione. 
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e sono regolati in modo coordinato da un gruppo comune 
di proteine. I promotori per i geni GAL sono costituiti dal 
TATA box e dalle sequenze Inr, ma anche da una sequen- 
za attivatrice a monte (UASx), riconosciuta dalla proteina 
Gal4 attivatrice della trascrizione (Gal4p). La regolazione 
dell’espressione genica da parte del galattosio comporta 
l'interazione tra Gal4p e altre due proteine, Gal80p e Gal3p 
(Figura 28.30). Gal80p forma un complesso con Gal4p, im- 
pedendo alla Gal4p di funzionare da attivatore dei promo- 
tori GAL. Quando è presente il galattosio, lo zucchero si 
lega a Gal3p, che interagisce poi con il complesso Gal80p- 
Gal4p, permettendo a Gal4p di svolgere la funzione di at- 
tivatore a livello dei diversi promotori GAL. Quando i vari 
geni del galattosio vengono indotti e i loro prodotti vengo- 
no sintetizzati, Gal3p può essere sostituita da Gal1p (una 
galattochinasi necessaria al metabolismo del galattosio che 
funziona anche nella regolazione) per mantenere un’atti- 
vazione sostenuta del circuito di regolazione. 

Anche altri complessi proteici hanno un ruolo di atti- 
vatori nella trascrizione dei geni GAL. Essi comprendono 
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BM Tabella 28.3 Geni coinvolti nel metabolismo del galattosio nel lievito 


Espressione relativa di proteine in fonti 


Dimensione . a da i 
diverse di atomi di carbonio 


Localizzazione della proteina 

Gene Funzione della proteina cromosomica (numero di residui) Glucosio Glicerolo Galattosio 
Geni regolati 
GALI Galattochinasi II 528 - si 
GAL2 Galattosio permeasi XII 574 = vi 
PGM2 Fosfoglucomutasi XII 569 + + ++ 
GAL7 Galattosio 1-fosfato II 365 = = +++ 

uridiltrasferasi 
GAL10 UDP-glucosio 4-epimerasi I 699 Si va 
MELI1 a-Galattosidasi II 453 _ + ++ 
Geni regolatori 
GAL3 Induttore IV 520 “i + 
GALA Attivatore trascrizionale XVI 881 +/- + + 
GALS80 Inibitore trascrizionale XII 435 + + 


Fonte: adattata da Reece, R. e Platt, A. (1997), Signaling activation and repression of RNA polymerase II transcription in yeast, Bioessays 19, pp. 1001-1010. 


il complesso SAGA per l’acetilazione degli istoni e il rimo- 
dellamento della cromatina, il complesso SWI/SNF per il 
rimodellamento dei nucleosomi e il complesso del Media- 
tore. La proteina Gal4 è responsabile del reclutamento di 
questi fattori addizionali necessari per l'attivazione della 
trascrizione. SAGA potrebbe costituire il primo e principa- 
le bersaglio di reclutamento da parte di Gal4p. 

Quando è presente il glucosio, la fonte di carbonio pre- 
ferita dal lievito e dai batteri, i geni GAL vengono repressi, 
in presenza o in assenza di galattosio. Il sistema di regola- 
zione GAL è sottoposto all’azione di un sistema di repres- 
sione da catabolita, composto da diverse proteine (non mo- 
strato nella Figura 283.30). 


e Gliattivatori della trascrizione hanno strutture 

modulari 
Gli attivatori della trascrizione hanno un dominio struttu- 
rale distinto per il legame specifico del DNA e uno o più 
domini per l’attivazione della trascrizione o per l’interazio- 
ne con altre proteine regolatrici. L'interazione di due pro- 
teine regolatrici è spesso mediata da domini contenenti 
cerniere di leucina (Figura 28.14) o motivi elica-ansa-eli- 
ca (Figura 28.15). Prenderemo in considerazione tre di- 
stinti domini strutturali utilizzati nel processo di attiva- 
zione da parte di attivatori trascrizionali (Figura 28.31a): 
Gal4p, Sp1 e CTFI. 

Gal4p contiene una struttura simile allo zinc finger nel 
suo dominio di legame al DNA, vicino all’estremità am- 
minica. Questo dominio ha sei residui di Cys che coordi- 
nano due ioni Zn°*. La proteina funziona come un omo- 
dimero (la dimerizzazione è mediata da interazioni tra 
due avvolgimenti avvolti) e si lega a UASc, una sequenza 
palindroma di DNA lunga 17 bp. Gal4p ha un dominio di 
attivazione separato, ricco di residui amminoacidici aci- 
di. Anche se la sua sequenza può variare notevolmente, 
la natura acida di questo dominio è fondamentale per la 
sua funzione, come dimostrano esperimenti in cui il do- 
minio di attivazione acido di Gal4p è stato sostituito con 
vari peptidi differenti. 


Sp1 (M, 80 000) è un attivatore trascrizionale di mol- 
ti geni negli eucarioti superiori. Il suo sito di legame del 
DNA, il box GC (sequenza consenso GGGCGG), in gene- 
re si trova vicino al TATA box. Il dominio di legame del 
DNA della proteina Sp1 si trova vicino alla sua estremità 
carbossilica e contiene tre zinc finger. Altri due domini di 
SP1 partecipano al processo di attivazione; essi hanno un 
alto contenuto di Gln, pari al 25% dei residui amminoaci- 
dici. Molte altre proteine attivatrici hanno domini ricchi 
di glutammina. 

CTFI (fattore di trascrizione 1 che lega la sequen- 
za CCAAT) appartiene a una famiglia di attivatori della 
trascrizione che si legano a una sequenza chiamata sito 
CCAAT (la sua sequenza consenso è TEGNGCCAA, do- 
ve N indica un nucleotide qualsiasi). Il dominio di legame 
del DNA del CTFI1 contiene molti residui amminoacidici 
basici e probabilmente la regione di legame ha una strut- 
tura ad a elica. Questa proteina non ha né il motivo elica- 
ripiegamento-elica, né il motivo a dita di zinco. Il suo mec- 
canismo di legame del DNA non è ancora stato chiarito. 
CTFI1 ha un dominio attivatore ricco di prolina, in cui 
questo amminoacido ammonta al 20% dei residui ammi- 
noacidici della proteina. 

I domini di attivazione e di legame del DNA delle pro- 
teine regolatrici spesso agiscono in modo indipendente, co- 
me è stato dimostrato da esperimenti di “scambio dei domi- 
ni”. Con tecniche di ingegneria genetica (Capitolo 9) è stato 
possibile unire il dominio di attivazione ricco di prolina del 
CTFI con il dominio di legame del DNA di Sp1, per crea- 
re una proteina che, come la Sp1 intatta, si lega ai box GC 
del DNA e attiva la trascrizione a livello di un promoto- 
re vicino (come nella Figura 28.31b). Anche il dominio di 
legame del DNA di Gal4p è stato sostituito sperimental- 
mente con il dominio del repressore LexA di E. coli (del- 
la risposta SOS; Figura 28.20). Questa proteina chimerica 
non si lega a UASG e non attiva i geni GAL del lievito (co- 
me farebbe la proteina intatta Gal4p), a meno che la se- 
quenza UASc nel DNA non venga sostituita dal sito di ri- 
conoscimento LexA. 
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Figura 28.31 Attivatori della trascrizione. (a) | tipici attivatori 
come CTF1, Gal4p e Sp1 hanno un dominio di legame del DNA e un 
dominio di attivazione. La natura del dominio di attivazione è indicata 
dai seguenti simboli: - - -, acidico;0 00, ricco di glutammina; P PP, 
ricco di prolina. Queste proteine in genere attivano la trascrizione 
interagendo con i complessi di coattivazione, come il Mediatore. Si noti 
che i siti di legame illustrati nella figura in genere non sono presenti 
tutti insieme vicino a un singolo gene. (b) Una proteina chimerica 
contenente il dominio di legame del DNA di Sp1e il dominio di 
attivazione di CTF1 attiva la trascrizione se è presente il box GC. 


e L'espressione dei geni eucariotici può essere regolata da 
segnali intercellulari e intracellulari 

Gli effetti degli ormoni steroidei (e degli ormoni tiroidei e 
retinoidi, che hanno lo stesso meccanismo d’azione) for- 
niscono altri esempi di modulazione da parte di proteine 
regolatrici eucariotiche mediante interazione diretta con 
segnali molecolari (vedi la Figura 12.30). A differenza di 
altri tipi di ormoni, gli ormoni steroidei non si legano a re- 
cettori presenti nella membrana plasmatica, ma interagi- 
scono con recettori intracellulari che funzionano da atti- 
vatori della trascrizione. Gli ormoni steroidei (per esem- 
pio estrogeno, progesterone e cortisolo), molecole molto 
idrofobiche insolubili nel sangue, sono trasportati da pro- 
teine specifiche del sito di rilascio ai tessuti bersaglio. Qui 
l'ormone attraversa la membrana plasmatica per diffusio- 
ne semplice. Una volta all’interno della cellula, gli ormoni 
interagiscono con uno o due tipi di recettori nucleari che 
legano gli steroidi (Figura 28.32). In entrambi i casi, il com- 
plesso recettore-ormone riconosce specifiche sequenze di 
DNA chiamate elementi di risposta all’ormone (HRE), 
influenzando così l’espressione genica. Agendo a livello di 
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Figura 28.32 Meccanismi alla base della funzione del recettore 
degli ormoni steroidei. Esistono due tipologie di recettori nucleari 
che legano gli steroidi. (a) | recettori monomerici di tipo | (NR) sono 
localizzati nel citoplasma, uniti a una proteina da shock termico (Hsp 
70). | recettori per gli estrogeni, per il progesterone, per gli androgeni e 
peri glucocorticoidi appartengono a questa classe di recettori. Quando 
si lega l'ormone steroideo, l'Hsp 70 si dissocia e il recettore dimerizza, 
esponendo il segnale di localizzazione nucleare. Il recettore dimerico, 
con l'ormone legato, migra all'interno del nucleo, dove si associa a un 
elemento di risposta all'ormone (HRE) e agisce come attivatore della 
trascrizione. (b) | recettori di tipo II, al contrario, sono sempre localizzati 
all'interno del nucleo legati a un HRE nel DNA e a un corepressore che li 
rende inattivi. Il recettore dell'ormone tiroideo (TR) appartiene a questa 
classe. l'ormone migra attraverso il citoplasma e diffonde attraverso 
lamembrana nucleare. Una volta all'interno del nucleo, esso si lega 

a un eterodimero costituito dal recettore dell'ormone tiroideo e dal 
recettore del retinoide X (RXR). Un cambiamento conformazionale 
porta alla dissociazione del corepressore, quindi il recettore funziona 
come attivatore della trascrizione. 
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questi siti, i recettori funzionano da attivatori della trascri- 
zione, reclutando i coattivatori e la DNA polimerasi II (ol- 
tre ai fattori di trascrizione associati a essa) per innescare 
la trascrizione del gene. 

Le sequenze di DNA (HRE) a cui si legano i complessi 
ormone-recettore sono simili per lunghezza e disposizio- 
ne, ma differiscono per la sequenza in funzione del tipo 
di ormone steroideo. Ciascun recettore ha una sequenza 
HRE consenso (Tabella 28.4) a cui si lega il complesso or- 
mone-recettore. Ciascuna sequenza consenso è costituita 
da due sequenze di sei nucleotidi, contigue o separate da 
tre nucleotidi, l’una in fila all’altra o in palindromi. I re- 
cettori dell'ormone hanno un dominio di legame del DNA 
molto ben conservato, con due motivi zinc finger (Figura 
28.33). Il complesso ormone-recettore si lega al DNA sot- 
to forma di dimero, con i domini a dita di zinco di ciascun 
monomero che riconoscono una delle sequenze di sei nu- 
cleotidi. La capacità di un dato ormone di agire tramite il 
complesso recettore-ormone e di influenzare l’espressio- 
ne di uno specifico gene dipende dall’esatta sequenza del- 
l’HRE, dalla sua posizione rispetto al gene e dal numero di 
HRE associati al gene. 

Il dominio di legame del ligando, sempre presente 
all'estremità carbossilica, è specifico in ogni particolare 
recettore. In questa regione il recettore dei glucocorticoi- 
di presenta solo il 30% di omologia con il recettore degli 


M Tabella 28.4 Elementi di risposta all'’ormone (HRE) 
riconosciuti da recettori degli ormoni steroidei 


Recettore Sequenza consenso riconosciuta * 
Androgeno GG(A/T)ACAN:3TGTTCT 

Glucocorticoide GGTACAN;3TGTTCT 

Acido retinoico (alcuni) AGGTCAN;AGGTCA 

Vitamina D AGGTCAN;AGGTCA 

Ormone tiroideo AGGTCAN3AGGTCA 

RX** AGGTCANAGGTCANAGGTCANAGGTCA 


# N sta a indicare un nucleotide qualsiasi. 
#* Forma dimeri con il recettore dell’acido retinoico o con il recettore della 
vitamina D. 
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estrogeni e il 17% con il recettore dell’ormone tiroideo. 
Anche l’ampiezza della regione che lega il ligando è va- 
riabile. Nel recettore della vitamina D, la regione di le- 
game è costituita solo da 25 residui amminoacidici, men- 
tre nei recettori dei mineralcorticoidi la regione di lega- 
me ne contiene 603. Mutazioni a carico anche di un solo 
amminoacido in queste regioni di legame possono con- 
durre alla perdita della risposta a uno specifico ormone. 
Alcuni soggetti che non rispondono al cortisolo, al testo- 
sterone, alla vitamina D o alla tirosina hanno mutazioni 
in questa regione della proteina. 

Alcuni recettori degli ormoni, tra cui il recettore del 
progesterone, attivano la trascrizione con l’aiuto di un in- 
solito coattivatore, l’RNA attivatore del recettore ste- 
roideo (SRA), un RNA di circa 700 nucleotidi. ESRA fa 
parte di un complesso ribonucleoproteico, ma l’attività 
di coattivatore della trascrizione è esercitata dall’RNA. I 
dettagli delle interazioni tra P'SRA e gli altri componen- 
ti dei sistemi di regolazione di questi geni non sono sta- 
ti ancora definiti. 


e Laregolazione può essere il risultato della fosforilazione 
di fattori nucleari trascrizionali 

Abbiamo visto nel Capitolo 12 che gli effetti dell’insulina 
sull’espressione genica sono mediati da una serie di tappe 
che portano all'attivazione di una proteina chinasi nuclea- 
re che fosforila specifiche proteine che legano il DNA, alte- 
randone la capacità di agire da fattori di trascrizione (vedi 
la Figura 12.15). Questo meccanismo generale media an- 
che gli effetti di molti ormoni non steroidei. Per esempio, 
la via del recettore B-adrenergico che produce un aumen- 
to dei livelli del CAMP citosolico, un secondo messaggero 
negli eucarioti e nei batteri (vedi le Figure 12.4 e 28.17), 
influisce anche sulla trascrizione di una serie di geni loca- 
lizzati vicino a una specifica sequenza di DNA detta ele- 
mento di risposta al CAMP (CRE). La subunità catali- 
tica della proteina chinasi A, rilasciata quando i livelli di 
cAMP aumentano (vedi la Figura 12.6), entra nel nucleo 
e fosforila una proteina nucleare, la proteina che lega il 
CRE (CREB). Una volta fosforilata, CREB si lega a CRE in 


Figura 28.33 Un tipico recettore degli ormoni steroidei. 
Questi recettori proteici hanno un sito di legame per l'ormone, 
un dominio che lega il DNA e una regione che attiva la 
trascrizione di un dato gene regolato. Il dominio altamente 
conservato che lega il DNA ha due strutture a zinc finger. 

Le sequenze mostrate nella figura sono quelle del recettore 
dell'estrogeno, ma i residui in grassetto sono comuni a tutti i 
recettori degli ormoni steroidei. 
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prossimità di determinati geni e agisce come fattore di tra- 
scrizione attivandone l’espressione. 


e MoltimRNA eucariotici sono sottoposti a repressione 

della traduzione 
La regolazione a livello della traduzione assume un ruo- 
lo molto più importante negli eucarioti che nei batteri ed 
è stata osservata in molte situazioni cellulari. Mentre nei 
batteri la trascrizione e la traduzione sono strettamente ab- 
binate, i trascritti che si formano nel nucleo degli eucario- 
ti devono essere modificati e trasferiti nel citoplasma pri- 
ma di essere tradotti. Ciò determina un ritardo significa- 
tivo nella comparsa di una proteina nella cellula. Quando 
è necessario un rapido aumento della produzione di una 
proteina, può essere prontamente attivato per la tradu- 
zione un mRNA già presente nel citoplasma, la cui tradu- 
zione era inibita. Il controllo della traduzione ha un ruo- 
lo importante nella regolazione di alcuni geni eucariotici 
molto lunghi (alcuni sono costituiti da milioni di coppie 
di basi), per i quali la trascrizione e la modificazione del- 
l’mRNA può richiedere molte ore. Alcuni geni sono rego- 
lati sia a livello trascrizionale sia a livello traduzionale. La 
regolazione della traduzione svolge un ruolo di fine mo- 
dulazione della disponibilità di proteine cellulari. Alcune 
cellule anucleate, come i reticolociti (eritrociti immatu- 
ri), non hanno controllo trascrizionale, quindi il controllo 
della traduzione degli mRNA immagazzinati nel citopla- 
sma diventa essenziale. Come si vedrà più avanti, i control- 
li della traduzione possono anche avere un significato in 
termini spaziali durante lo sviluppo, quando la traduzio- 
ne regolata degli mRNA preposizionati crea un gradiente 
localizzato della proteina prodotta. 

Gli eucarioti hanno almeno quattro meccanismi prin- 
cipali di regolazione della traduzione. 


1. Ifattori di inizio della traduzione possono essere fosfo- 
rilati da alcune proteina chinasi. Le forme fosforilate 
sono spesso meno attive, con un conseguente rallenta- 
mento della traduzione nella cellula. 

2. Alcune proteine si legano direttamente all’mRNA e agi- 
scono come repressori della traduzione. Molte di que- 
ste si legano in siti specifici nella regione 3’ non tradot- 
ta (3'UTR). In questa localizzazione, tali proteine in- 
teragiscono con altri fattori della traduzione legati al- 
mRNA o con la subunità 40$, impedendo l’inizio del- 
la traduzione (Figura 28.34). 

3. Proteine di legame presenti negli eucarioti, dal lievi- 
to ai mammiferi, interrompono il legame tra eIF4E ed 
eIF4G (vedi la Figura 2728). Le forme di queste pro- 
teine presenti nei mammiferi sono note come 4E-BP 
(proteine che legano eIF4E). Quando la crescita cellu- 
lare rallenta, queste proteine limitano la traduzione le- 
gandosi al sito di eIF4E che normalmente interagisce 
con eIF4G. Quando la crescita cellulare riprende il suo 
corso in risposta a fattori di crescita o ad altri stimoli, 
le proteine di legame vengono inattivate dalla fosfori- 
lazione catalizzata da una proteina chinasi. 

4. Laregolazione dell’espressione genica mediata dall’RNA, 
che esamineremo in seguito, interviene spesso a livel- 
lo traduzionale. 
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Figura 28.34 Regolazione della traduzione di mRNA eucariotici. 
Uno dei più importanti meccanismi di regolazione della traduzione 
negli eucarioti comporta il legame dei repressori della traduzione 
(proteine che legano l'RNA) a siti specifici nella regione 3'non 
tradotta (3'UTR) dell'mRNA. Queste proteine interagiscono con i 
fattori di inizio eucariotici o con i ribosomi per impedire o rallentare 

la traduzione. 


La varietà dei meccanismi di regolazione della tradu- 
zione permette una considerevole flessibilità, che va dal- 
la repressione mirata di pochi mRNA fino alla regolazio- 
ne globale della traduzione cellulare. 

La regolazione della traduzione è stata studiata in par- 
ticolare nei reticolociti. Uno dei meccanismi in queste cel- 
lule coinvolge elF2, il fattore di inizio che si lega al tRNA 
iniziatore e lo dirige verso il ribosoma. Quando il comples- 
so Met-tRNA si è legato al sito B, il fattore eIF2B si lega a 
eIF2, riciclandolo attraverso il legame e la successiva idro- 
lisi di GTP La maturazione dei reticolociti comporta la di- 
struzione del nucleo della cellula; il risultato è la produ- 
zione di una cellula costituita da una membrana plasmati- 
ca con all’interno grandi quantità di emoglobina. Gli RNA 
messaggeri presenti nel citoplasma prima della perdita del 
nucleo permettono la formazione dell'emoglobina. Se la 
concentrazione del ferro o dell’eme nei reticolociti è bas- 
sa, la traduzione degli mRNA per la globina viene repres- 
sa. In queste condizioni viene attivata una proteina china- 
si chiamata HCR (repressore controllato dall’eme), che 
catalizza la fosforilazione di eIF2. LelF2 fosforilato forma 
un complesso stabile con eIF2B e in questa associazione 
il fattore diventa incapace di partecipare alla traduzione. 
In tal modo i reticolociti coordinano la sintesi della globi- 
na con la disponibilità di eme. 

Molti altri esempi di regolazione della traduzione so- 
no stati trovati nel corso degli studi sullo sviluppo di orga- 
nismi pluricellulari, come vedremo più dettagliatamente 
qui di seguito. 


e  Ilsilenziamento genico post-trascrizionale 

è mediato dall'interferenza da RNA 
Negli eucarioti superiori, compresi i nematodi, il mosceri- 
no della frutta, le piante e imammiferi, una classe di pic- 
coli RNA chiamati microRNA (miRNA) determina il si- 
lenziamento di molti geni. In un fenomeno descritto per 
la prima volta da Craig Mello e Andrew Fire, questi RNA 
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funzionano interagendo con gli mRNA, spesso nella re- 
gione 3'UTR, provocando la degradazione degli mRNA, 
oppure l’inibizione della traduzione. In entrambi i casi 
l’mMRNA, e quindi il gene che lo produce, viene “silenzia- 

o”. Questa forma di regolazione genica controlla i tempi 
di sviluppo, almeno in alcuni organismi, ma viene anche 
utilizzata come meccanismo di protezione contro virus 
a RNA (in particolare nelle piante, che non hanno un si- 
stema immunitario) e per controllare l’attività dei traspo- 
soni. Inoltre, piccole molecole di RNA potrebbero avere 
un ruolo cruciale (ancora da definire) nella formazione 
dell’eterocromatina. 

Molti miRNA sono presenti solo transitoriamente du- 
rante lo sviluppo, e vengono talvolta denominati piccoli 
RNA temporanei (stRNA). Negli eucarioti superiori sono 
stati identificati migliaia di miRNA differenti che potrebbe- 
ro influenzare la regolazione di un terzo dei geni dei mam- 
miferi. Essi vengono trascritti sotto forma di RNA precur- 
sori lunghi circa 70 nucleotidi, con sequenze interne com- 
plementari che formano strutture a forcina. I dettagli della 
maturazione dei miRNA sono stati descritti nel Capitolo 26 
(vedi la Figura 26.27). I precursori vengono tagliati da en- 
donucleasi, come le endonucleasi Drosha e Dicer, e forma- 
no piccoli duplex lunghi circa 20-25 nucleotidi. Una catena 
di miRNA così prodotta si lega all’'mRNA bersaglio (oppure 
a un RNA di un virus o di un trasposone), provocando l’ini- 
bizione della traduzione o la degradazione dell’RNA (Figu- 
ra 28.35). Alcuni miRNA, legandosi a una singola molecola 
di mRNA, influenzano l’espressione e quindi la funzione di 
un solo gene. Altri interagiscono con più RNA, formando un 
gruppo di reguloni che coordinano l’espressione di più geni. 

Questo meccanismo di regolazione genica ha un utile 
e interessante risvolto pratico. Se si introduce in un orga- 
nismo una molecola di RNA la cui sequenza corrisponde 
a quella di un mRNA, l’endonucleasi Dicer scinderà il du- 
plex in piccoli frammenti, chiamati piccoli RNA interfe- 
renti (siRNA). Questi RNA si legano all'mRNA e lo silen- 
ziano (Figura 28.35b) mediante un processo chiamato in- 
terferenza da RNA (RNA interference, RNAi). Nelle pian- 
te praticamente ogni gene può essere silenziato in questo 
modo. I nematodi ingeriscono interi RNA funzionali, e se si 
aggiunge alla loro dieta ’PRNA duplex si ottiene la soppres- 
sione del gene bersaglio. La tecnica è diventata un poten- 
te mezzo per lo studio della funzione genica, perché può 
bloccarla senza la necessità di creare un organismo mutan- 
te, e può essere applicata anche all'uomo. Alcuni siRNA 
prodotti in laboratorio sono stati utilizzati per bloccare le 
infezioni da HIV e da poliovirus in cellule umane coltiva- 
te in vitro per un tempo di circa una settimana. La ricerca 
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Figura 28.35 Silenziamento genico mediante l'interferenza 
da RNA. (a) Piccoli RNA temporanei (stRNA, una classe di miRNA) 
vengono prodotti per scissione da parte della nucleasi Dicer su 
precursori più lunghi, che si ripiegano per formare regioni duplex. 
Gli stRNA si legano poi agli mRNA, portando alla degradazione 
dell'mRNA o all'inibizione della traduzione. (b) Si possono costruire 
RNA a doppia elica, che vengono poi introdotti in una cellula: la 
nucleasi Dicer li trasforma in piccoli RNA interferenti (siRNA), che 
interagiscono con l'mRNA bersaglio. Ancora una volta l'mRNA verrà 
degradato o verrà inibita la traduzione. 


sull’interferenza da RNA sta progredendo rapidamente ed 
è un campo da cui si spera di ottenere risultati tangibili per 
l'avanzamento della scienza medica. 


e  Neglieucarioti la regolazione dell'espressione genica 
mediata dall’RNA avviene in molteplici forme 

Gli RNA con funzioni speciali negli eucarioti comprendo- 
no i miRNA, di cui abbiamo appena parlato, gli snRNA, 
coinvolti nello splicing dell’RNA (vedi la Figura 26.16), e 
gli snoRNA, coinvolti nella modificazione dell’rRNA (vedi 
la Figura 26.25). Tutti gli RNA che non codificano le pro- 
teine, come gli rRNA e i tRNA, vengono chiamati ncRNA 
(RNA non codificanti). I genomi dei mammiferi sembrano 
codificare più ncRNA che mRNA codificanti (vedi il Box 
26.4), quindi non sorprende che vengano scoperte sempre 
nuove classi di ncRNA. 

Molti degli ncRNA scoperti di recente interagiscono 
con le proteine, invece che con l’RNA, e influenzano le 
funzioni delle proteine a cui si legano. Per esempio l’SRA, 
che svolge la funzione di coattivatore dei geni che rispon- 
dono agli ormoni steroidei, influenza l’attivazione della 
trascrizione, come avviene durante la risposta allo shock 
termico nell’uomo. Il fattore 1 dello shock termico (HSF1) 
è una proteina attivatrice che, nelle cellule non sottoposte 
a shock, si trova in forma di monomero legato allo chape- 
rone Hsp90. In condizioni di shock l’HSF1 forma trimeri 
che si legano al DNA e attivano la trascrizione dei geni, i 
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cui prodotti sono necessari per fronteggiare lo stress. Un 
ncRNA chiamato HSR1 (RNA1 dello shock termico; costi- 
tuito da circa 600 nucleotidi) stimola la formazione di tri- 
meri di HSFI e il loro legame al DNA. HSRI1 non agisce da 
solo, ma opera in un complesso di cui fa parte il fattore di 
allungamento eEF1A della traduzione. 

Altri RNA influenzano la trascrizione in vari modi. 
Oltre al suo ruolo nel processo di splicing (vedi la Figura 
26.16), PsnRNA UI1 si lega direttamente al fattore di tra- 
scrizione TFIIH. La sua funzione in questo contesto non è 
chiara, ma potrebbe regolare l’azione di TFIIH, o influen- 
zare l'accoppiamento tra trascrizione e splicing, o ambedue 
i processi. Un ncRNA di 331 nucleotidi, chiamato 7SK, mol- 
to rappresentato nei mammiferi, si lega al fattore di allun- 
gamento pTEFb della Pol II (vedi la Tabella 26.2) e reprime 
l'allungamento del trascritto. Un altro ncRNA, il B2 (circa 
178 nucleotidi), si lega direttamente alla Pol II durante lo 
shock termico e reprime la trascrizione. La Pol II legata a 
B2 forma un complesso PIC stabile, ma la trascrizione vie- 
ne comunque bloccata. Quindi l’RNA B2 interrompe la tra- 
scrizione di molti geni durante lo shock termico, ma il mec- 
canismo che permette ai geni che rispondono a HSFI di es- 
sere espressi in presenza di B2 deve ancora essere chiarito. 

Vengono scoperti sempre nuovi ruoli degli ncRNA 
nell’espressione genica e in molti altri processi cellulari. 
Allo stesso tempo, lo studio della regolazione genica sem- 
bra coinvolgere sempre meno le proteine. 


e Losviluppo è controllato da una cascata 
di proteine regolatrici 

Quanto a complessità della coordinazione dei meccani- 
smi, il quadro della regolazione genica che determina lo 
sviluppo di uno zigote in un animale o in una pianta pluri- 
cellulare non ha pari. Lo sviluppo richiede transizioni nel- 
la morfologia e nella composizione proteica che dipendo- 
no da modificazioni strettamente coordinate nell’espres- 
sione del genoma dell’organismo. Durante le fasi precoci 
dello sviluppo, il numero dei geni espressi è maggiore ri- 
spetto a qualunque altra fase del ciclo vitale. Per esempio, 
ci sono circa 18 500 mRNA diversi nell’oocita del riccio di 
mare, e solo 6000 circa nelle cellule dei suoi tessuti diffe- 
renziati. Gli mRNA presenti nell’oocita innescano una ca- 
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scata di eventi che regolano nello spazio e nel tempo l’e- 
spressione di numerosi geni. 

Molti organismi sono utilizzati come importanti model- 
li di studio dello sviluppo, in quanto possono essere mante- 
nuti facilmente in laboratorio e hanno tempi di generazio- 
ne relativamente brevi. Tra essi vi sono i nematodi, i mo- 
scerini della frutta, il pesce zebra, i topi e la pianta Arabi- 
dopsis. La nostra discussione verterà principalmente sullo 
sviluppo del moscerino della frutta. Gli eventi molecolari 
che si verificano durante lo sviluppo di Drosophila melano- 
gaster sono ben conosciuti e possono essere utilizzati per il- 
lustrare modelli e principi di significato generale. 

Il ciclo vitale del moscerino della frutta comprende 
una completa metamorfosi nel passaggio da embrione a 
insetto adulto (Figura 28.36). Tra le principali caratteristi- 
che dell'embrione vi sono la polarità (le porzioni anterio- 
re e posteriore, dorsale e ventrale dell’animale sono facil- 
mente distinguibili) e il metamerismo (il corpo dell’em- 
brione è composto da segmenti ripetuti in serie, ciascuno 
con caratteristiche strutturali peculiari). Durante lo svi- 
luppo questi segmenti formano regioni ben distinte: te- 
sta, torace e addome. Ogni segmento del torace dell’adul- 
to ha diversi tipi di appendici. Lo sviluppo di questo qua- 
dro complesso è sotto controllo genetico e sono stati indi- 
viduati numerosi geni regolatori che determinano l’orga- 
nizzazione del corpo. 

Fuovo di Drosophila, assieme a 15 cellule nutrici, è cir- 
condato da uno strato di cellule follicolari (Figura 28.37). 
Durante la sua formazione (prima della fecondazione), la 
cellula uovo accumula mRNA e proteine sintetizzate dalle 
cellule nutrici e follicolari; alcune di queste proteine svol- 
gono un ruolo fondamentale nello sviluppo. 

Una volta che l’uovo fecondato è stato deposto, il suo nu- 
cleo si divide e i nuclei discendenti continuano a dividersi in 
sincronia ogni 6-10 minuti. Le membrane plasmatiche non 
si sono ancora formate intorno ai nuclei distribuiti nel cito- 
plasma dell’uovo (formando un sincizio). Dopo otto-undici 
cicli di divisione nucleare i nuclei migrano verso lo strato 
esterno dell'uovo, formando un monostrato di nuclei che 
circonda il citoplasma ricco di albume: il blastoderma sin- 
ciziale. Dopo alcune ulteriori divisioni, invaginazioni della 
membrana circondano i nuclei e creano uno strato di cellu- 
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Figura 28.37 Sviluppo precoce della Drosophila. Durante lo 
sviluppo dell'uovo, gli mRNA materni (compresi i trascritti dei geni 
bicoid e nanos, di cui si parla nel testo) e le proteine materne vengono 
depositati nell'oocita (cellula uovo non fecondata) in via di sviluppo 
da parte delle cellule nutrici e follicolari. Dopo la fecondazione, i due 
nuclei dell'uovo fecondato si dividono in sincronia nel citoplasma 
comune (sincizio) e poi migrano verso la periferia. Invaginazioni della 
membrana circondano i nuclei, creando un monostrato di cellule 

alla periferia; questa è la fase del blastoderma cellulare. Durante le 
prime divisioni nucleari alcuni nuclei a livello della parte posteriore 
diventano cellule del polo, che in seguito diventeranno le cellule della 
linea germinale. 


le che formano il blastoderma cellulare. In questa fase i cicli 
mitotici di varie cellule perdono il sincronismo. Lo sviluppo 
successivo dipende dagli mRNA e dalle proteine depositati 
nell’uovo dalle cellule nutrici e follicolari. 

Le proteine che mediante modificazioni della loro 
concentrazione locale o della loro attività fanno sì che 
il tessuto circostante assuma una particolare forma o 
struttura sono dette morfogeni; esse sono i prodotti di 
geni regolatori dello sviluppo. Come è stato dimostra- 
to da Christiane Nusslein-Volhard, Edward B. Lewis ed 
Eric F. Wieschaus, tre classi principali di geni regolatori 
dello sviluppo entrano in azione in stadi successivi del- 
lo sviluppo e specificano le caratteristiche di base del 
corpo dell'embrione di Drosophila: i geni materni, i geni 
della segmentazione e i geni 
omeotici. I geni materni so- 
no espressi nell’uovo non fe- 
condato, e i risultanti mRNA 
materni rimangono silenti fi- 
no alla fecondazione. Essi for- 
niscono la maggior parte del- 
le proteine necessarie nelle 
fasi molto precoci dello svi- 
luppo, fino a che non si è for- 
mato il blastoderma cellula- 
re. Alcune proteine codificate 
da questi mRNA materni di- 
rigono l’organizzazione spa- 
ziale dell'embrione in via di 
sviluppo, stabilendone la po- 
larità. I geni della segmen- 
tazione vengono trascritti 
dopo la fecondazione e diri- 
Xx gono la formazione del nu- 

mero appropriato di segmen- 
ti. Esistono almeno tre sotto- 
classi di geni della segmenta- 
zione, che entrano in azione 
in stadi successivi: i geni di 
interruzione (gap) dividono 
l’embrione in via di sviluppo 
in grandi regioni, i geni della 
regola del pari (pair-rule) e i 
geni della polarità segmen- 
tale (segment polarity) defini- 
scono 14 fasce, da cui hanno 
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origine i 14 segmenti presenti in un normale embrione. 
I geni omeotici vengono espressi successivamente e de- 
terminano quali organi e appendici si devono sviluppa- 
re in particolari segmenti del corpo. 

I molti geni regolatori appartenenti a queste tre classi 
dirigono lo sviluppo del moscerino affinché l’insetto adul- 
to sia costituito da testa, torace e addome, con un appro- 
priato numero di segmenti e le corrette appendici in cia- 
scun segmento. Sebbene l’embriogenesi venga completata 
in un giorno circa, tutti questi geni vengono attivati nelle 
prime quattro ore. Alcuni mRNA e alcune proteine sono 
presenti solo per pochi minuti in un determinato stadio 
di questo periodo. Molti di questi geni codificano fattori 
di trascrizione che regolano l’espressione di geni successi- 
vi, in una sorta di cascata di sviluppo. Avviene anche una 
regolazione a livello della traduzione, e la maggior parte 
dei geni regolatori codifica anche repressori traduzionali, 
molti dei quali si legano alle regioni 3'UTR degli mRNA 
(vedi la Figura 28.34). Poiché molti mRNA vengono depo- 
sitati nella cellula uovo prima della loro traduzione, la re- 
pressione della traduzione rappresenta un evento impor- 
tante per la regolazione della via di sviluppo. 


Geni materni Alcuni geni materni sono espressi all’inter- 
no delle cellule nutrici e follicolari, mentre altri sono espres- 
si direttamente nell’uovo. In un uovo non fecondato di Dro- 
sophila i prodotti genici di origine materna definiscono due 
assi: l’antero-posteriore e il dorso-ventrale; questi geni sta- 
biliscono pertanto le regioni che nell’uovo radialmente sim- 
metrico si trasformeranno nelle regioni della testa, dell’ad- 
dome, del dorso e del ventre del moscerino adulto. 

Se tutte le cellule si dividessero per produrre due cel- 
lule figlie identiche, gli organismi pluricellulari non sareb- 
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bero niente di più che un ammasso di cellule tutte identi- 
che tra di loro. La generazione di differenti destini cellulari 
richiede divisioni cellulari asimmetriche e programmate. 
Un evento cruciale nella fase più precoce dello sviluppo è 
la formazione di gradienti di mRNA e proteine lungo gli 
assi del corpo. Alcuni mRNA materni generano prodotti 
proteici che diffondono nel citoplasma, creando una di- 
stribuzione asimmetrica all’interno dell'uovo. Le diverse 
cellule del blastoderma ereditano quindi quantità diverse 
di queste proteine, imponendo alle cellule una certa posi- 
zione nel programma di sviluppo. I prodotti degli mRNA 
materni comprendono anche attivatori o repressori della 
trascrizione, come pure repressori della traduzione, tut- 
ti coinvolti nella regolazione dell’espressione di altri ge- 
ni regolatori dello sviluppo. Il quadro che ne risulta e le 
sequenze di espressione genica differiscono quindi tra le 
varie linee cellulari, orchestrando lo sviluppo della strut- 
tura dell’adulto. 

Nella Drosophila l’asse antero-posteriore è defini- 
to almeno in parte dai prodotti dei geni bicoid e nanos. 
Il prodotto del gene bicoid è il principale morfogeno 
anteriore, mentre il prodotto del gene nanos è il principale 
morfogeno posteriore. EMRNA del gene bicoid viene sinte- 
tizzato dalle cellule nutrici e depositato nell’uovo non fe- 
condato vicino al polo anteriore. Niisslein-Volhard scoprì 
che questo mRNA viene tradotto subito dopo la feconda- 
zione e che, durante i primi sette cicli di divisione nuclea- 
re, la proteina Bicoid si diffonde lungo la cellula, creando 
un gradiente di concentrazione a partire dal polo anterio- 
re (Figura 28.38a). La proteina Bicoid è un fattore di tra- 
scrizione che influenza l’espressione di alcuni geni della 
segmentazione e contiene un omeodominio (pagina 1187). 
Bicoid è anche un repressore della traduzione che inatti- 
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di una cellula uovo di Drosophila marcata 
immunologicamente, che evidenzia la 
distribuzione del prodotto del gene bicoid (bcd). 
Il grafico riporta l'intensità della marcatura 
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passando da un'estremità all'altra dell'uovo. 
Questa distribuzione è essenziale per il normale 
sviluppo delle strutture anteriori dell'animale. 

(b) Se il gene bcd non viene espresso dalla madre 
(mutante bcd/bcd”) e quindi I'mRNA bicoid non 
viene depositato nell'uovo, l'embrione ha due 
parti posteriori (e muore rapidamente). 
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va alcuni mRNA. La quantità di proteina Bicoid presen- 
te nelle varie parti dell'embrione in via di sviluppo stabi- 
lisce in quali cellule devono essere espressi altri geni nel- 
le fasi successive con un meccanismo “soglia”. I geni ven- 
gono trascrizionalmente attivati o disattivati solo quando 
la concentrazione della proteina Bicoid supera i valori di 
soglia. Modificazioni nella distribuzione del gradiente di 
concentrazione della proteina Bicoid hanno drastici effet- 
ti sulla struttura corporea del moscerino adulto. La man- 
canza di proteina Bicoid ha come risultato lo sviluppo di 
un embrione con due addomi, ma privo di testa o di to- 
race (Figura 28.38b). Tuttavia, questi embrioni si svilup- 
pano normalmente se nell’estremità appropriata dell’uo- 
vo viene iniettata un’adeguata quantità di mRNA bicoid. 
Il gene nanos ha un ruolo simile, ma il suo mRNA si trova 
depositato nel polo posteriore dell'uovo e il gradiente che 
si genera ha il suo massimo nella regione del polo poste- 
riore. La proteina Nanos è un repressore della traduzione. 

L’analisi degli effetti dei geni materni rivela che siamo 
di fronte a un circuito di regolazione dello sviluppo. O1- 
tre agli mRNA bicoid e nanos, che sono depositati nell’uo- 
vo in modo asimmetrico, altri mRNA materni sono inve- 
ce depositati in modo uniforme nel citoplasma dell’uo- 
vo. Tre di questi mRNA codificano le proteine Pumilio, 
Hunchback e Caudal, tutte regolate da bicoid e nanos (Fi- 
gura 28.39). Le proteine Caudal e Pumilio sono coinvolte 
nello sviluppo della parte posteriore del moscerino. Cau- 
dal è un attivatore della trascrizione con un omeodomi- 
nio; Pumilio è un repressore della trascrizione. La protei- 
na Hunchback ha una funzione importante nello svilup- 
po della parte anteriore del moscerino ed è anche un re- 
golatore della trascrizione di vari geni; in alcuni casi è un 
regolatore positivo, in altri negativo. Bicoid sopprime la 
traduzione di caudal nella regione anteriore e agisce da 
attivatore della trascrizione per hunchback nel blastoder- 
ma cellulare. Dato che hunchback viene prodotto sia dagli 
mRNA materni sia da geni dell'uovo in via di sviluppo, 
viene considerato un gene sia materno sia segmentale. I'at- 
tività della proteina Bicoid porta a un aumento della con- 
centrazione della proteina Hunchback nell’estremità ante- 
riore dell’uovo. Le proteine Nanos e Pumilio agiscono co- 
me repressori della traduzione di hunchback, sopprimen- 
do la sintesi di questa proteina vicino all'estremità poste- 
riore dell’uovo. La proteina Pumilio non funziona in as- 
senza della proteina Nanos, e il gradiente di espressione 
di Nanos confina entrambe le attività delle proteine nel- 
la regione posteriore dell’uovo. La repressione della tra- 
duzione del gene hunchback porta alla degradazione del- 
l’mRNA hunchback vicino all’estremità posteriore. Tutta- 
via, l'assenza della proteina Bicoid nella parte posteriore 
porta all’espressione di caudal. In questo modo le protei- 
ne Hunchback e Caudal si distribuiscono nell'uovo in mo- 
do asimmetrico. 


Geni della segmentazione I geni di interruzione, i ge- 
ni della regola del pari e i geni della polarità segmentale, 
tre sottoclassi dei geni della segmentazione di Drosophila, 
sono attivati in fasi successive dello sviluppo embrionale. 
Lespressione dei geni di interruzione viene generalmen- 
te regolata dai prodotti di uno o più geni materni. Alme- 
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Figura 28.39 Circuiti regolatori dell'asse antero-posteriore 

in un uovo di Drosophila. Gli mRNA bicoid e nanos sono localizzati 
rispettivamente nella regione anteriore e nella regione posteriore. 
Gli mRNA caudal, hunchback e pumilio sono invece distribuiti 
uniformemente nel citoplasma dell'uovo. | gradienti delle proteine 
Bicoid (Bcd) e Nanos portano all'accumulo della proteina Hunchback 
nella parte anteriore dell'uovo e della proteina Caudal nella parte 
posteriore. Poiché la proteina Pumilio richiede Nanos per esprimere 
la sua attività di repressore della traduzione di hunchback, può 
funzionare solo nella parte posteriore. 


no alcuni dei geni di interruzione codificano fattori di tra- 
scrizione che modificano l’espressione di altri geni della 
segmentazione o (in seguito) di geni omeotici. 

Un gene della segmentazione ben caratterizzato è il 
gene fushi tarazu (ftz), che appartiene alla sottoclasse dei 
geni della regola del pari. Se questo gene viene perduto, 
l'embrione sviluppa 7 segmenti di larghezza doppia e non 
i normali 14. La proteina Fushi-tarazu (Ftz) è un attiva- 
tore della trascrizione con un omeodominio. Gli mRNA 
e le proteine derivate da geni ftz normali si accumulano 
in sette fasce che avvolgono i due terzi posteriori dell’em- 
brione (Figura 28.40). Le fasce corrispondono alle posi- 
zioni dei segmenti che si svilupperanno in seguito; questi 
segmenti vengono eliminati se viene a mancare la funzio- 
ne di ftz. La proteina Ftz e poche altre proteine regolatri- 
ci modulano direttamente o indirettamente l’espressio- 
ne di molti geni in una cascata essenziale per lo sviluppo. 


Geni omeotici Una serie di 8-11 geni omeotici dirige la 
formazione di particolari strutture a livello di specifiche lo- 
calizzazioni nel corpo del moscerino. Oggi questi geni ven- 


Nanos e Pumilio 


1214. Regolazione dell'espressione genica 


(a) Vista laterale 


(b) Vista in sezione 


dorsale ue se di geni fiz 
"e ci 
% Dda i Î Pa Pt N) 
fr 
100 
ie Bande di geni ftz 


Figura 28.40 Distribuzione del prodotto del gene fushi tarazu 
(ftz) negli stadi precoci dell'embrione di Drosophila. (a) Mediante 
un procedimento di colorazione gene-specifico, il prodotto genico 
può essere evidenziato in sette bande intorno alla circonferenza 
dell'embrione. (b) Queste bande appaiono sotto forma di macchie 
scure (generate da un marcatore radioattivo) nell'autoradiografia di 
una sezione trasversale e demarcano i margini anteriori dei segmenti 
che appariranno alla fine nell'embrione. 


gono chiamati geni Hox, termine derivato da “homeobox”, 
cioè la sequenza genica conservata che codifica l’omeodo- 
minio proteico presente in tutti questi geni. Nonostante 
il nome (omeodominio), esistono altre proteine correla- 
te allo sviluppo provviste di un omeodominio (per esem- 
pio, il prodotto genico bicoid precedentemente descritto 
ha anch'esso un omeodominio), quindi la denominazione 
“Hox” è più funzionale che strutturale. I geni Hox sono or- 
ganizzati in insiemi genomici. La Drosophila ne possiede 
uno solo, mentre i mammiferi ne esprimono quattro (Figu- 
ra 28.41). I geni di tali insiemi genomici sono molto simili, 
dai nematodi fino all’uomo. Nella Drosophila ciascun ge- 
ne Hox viene espresso in un particolare segmento dell’em- 
brione e controlla lo sviluppo della parte corrispondente 
del moscerino. La terminologia usata per descrivere i geni 
Hox è alquanto confusa. I geni del moscerino della frutta 
hanno nomi “storici” (per esempio, ultrabithorax), mentre i 
geni dei mammiferi vengono denominati per mezzo di due 
sistemi basati sull’uso di lettere (A, B, C, D) o di numeri (1, 
2,3, 4), che in realtà indicano gruppi di geni. 

La perdita dei geni Hox nel moscerino della frutta per 
mutazione o per delezione causa la comparsa di un’ap- 
pendice o di una struttura corporea normale in una posi- 
zione sbagliata del corpo. Un esempio importante è quel- 
lo del gene ultrabithorax (ubx). In assenza della proteina 
Ubx, il primo segmento addominale si sviluppa in modo 
non corretto e assume la struttura del terzo segmento 
toracico. Altre mutazioni omeotiche note causano la for- 
mazione di un gruppo extra di ali o di due zampe nella 
posizione della testa dove normalmente si trovano le an- 
tenne (Figura 28.42). I geni Hox spesso si estendono per 
lunghi tratti di DNA. Il gene ubx, per esempio, è lungo 
77 000 bp. Più di 73 000 bp del gene sono rappresenta- 
te da introni, uno dei quali è lungo più di 50 000 bp. La 
trascrizione del gene ubx dura quasi un’ora. Si pensa che 
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Figura 28.41 |gruppi di geni Hox e il loro effetto sullo sviluppo. 
(a) Ciascun gene Hox del moscerino della frutta è responsabile dello 
sviluppo di strutture di una specifica parte del corpo e viene espresso 
in regioni ben definite dell'embrione, come mostrato dai diversi colori 
nella figura. (b) Drosophila ha un solo gruppo di geni Hox, il genoma 
umano ne ha quattro. Molti di questi geni sono altamente conservati 
negli animali. Le relazioni evolutive, indicate dagli allineamenti di 
sequenze, tra i geni del gruppo Hox di Drosophila e quelli dei gruppi 
di geni Hox di mammifero sono indicate dalle linee tratteggiate. Simili 
relazioni tra i quattro gruppi di geni Hox dei mammiferi sono indicate 
dagli allineamenti verticali. 


questa lunga durata dell’espressione del gene ubx sia un 
meccanismo di regolazione temporale per i successivi sta- 
di di sviluppo. Molti geni Hox sono ulteriormente regola- 
ti da miRNA codificati da regioni intergeniche dei gruppi 
di geni Hox. Tutti i prodotti dei geni Hox sono anche fat- 
tori i trascrizione che regolano l’espressione di una serie 
di geni a valle. L’identificazione dei bersagli a valle è an- 
cora oggetto di studio. 

Molti dei principi dello sviluppo fin qui illustrati si ap- 
plicano anche ad altri eucarioti, dai nematodi all'uomo. 
Alcune delle proteine regolatrici sono conservate in mol- 
te specie. Per esempio, i prodotti dei geni che contengono 
omeobox HOXA7 nel topo e antennapedia nel moscerino 
della frutta differiscono solo per un residuo amminoaci- 
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Figura 28.42 Effetti delle mutazioni nei geni Hox in Drosophila. 
(a) Testa normale. (b) Mutante omeotico (antennapedia), nel quale 
le antenne sono state sostituite dalle zampe. (c) Struttura corporea 


dico. Naturalmente, anche se i meccanismi di regolazione 
possono essere gli stessi, molti degli eventi che riguardano 
lo sviluppo non sono conservati (l’uomo non possiede ali 
o antenne). Le differenze sono dovute ai diversi geni con- 
trollati dai geni Hox. La scoperta di determinanti struttu- 
rali con funzioni molecolari identificabili costituisce il pri- 
mo passo verso la comprensione degli eventi molecolari 
alla base dello sviluppo. Man mano che vengono scoperti 
sempre più geni e i loro prodotti genici, la biochimica del- 
lo sviluppo è compresa in maggior dettaglio. 


e Lecellule staminali hanno potenzialità 

di sviluppo che possono essere controllate 
Se possiamo comprendere lo sviluppo e i relativi mecca- 
nismi di regolazione genica, allora siamo anche in grado 
di controllarlo. Un essere umano adulto ha molti tipi di 
tessuti. Molte delle cellule hanno raggiunto il differenzia- 
mento terminale e non si possono dividere ulteriormente. 
Se un organo dovesse funzionare in modo anomalo a cau- 
sa di una patologia o se un arto venisse perduto in un inci- 
dente, i tessuti non verrebbero sostituiti facilmente. Nel- 
la maggior parte le cellule, a causa dei processi regolatori 
che stanno avvenendo al loro interno, o anche a causa del- 
la perdita di una parte o di tutto il DNA genomico, non so- 
no facilmente riprogrammabili. La scienza medica ha reso 
possibile il trapianto di organi, ma i donatori costituiscono 
una risorsa molto limitata e il rigetto degli organi trapian- 
tati continua a essere un problema molto importante per 
la medicina. Se gli esseri umani fossero in grado di rigene- 
rare iloro organi o arti oppure il loro tessuto nervoso, il ri- 
getto non costituirebbe più un problema. Potrebbero così 
divenire realtà, per esempio, le cure per le disfunzioni re- 
nali e per le patologie neurodegenerative. 

La chiave per la rigenerazione dei tessuti risiede nel- 
le cellule staminali, cellule che hanno mantenuto la ca- 
pacità di differenziarsi in vari tessuti. Negli esseri umani, 
dopo che una cellula uovo è stata fecondata, le prime po- 
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(d) 


normale. (d) Mutante omeotico (bithorax), in cui un segmento si è 
sviluppato in modo non corretto, e ha prodotto un paio di ali in più. 


che divisioni cellulari creano una sfera (morula) di cellule 
totipotenti, dotate della capacità di differenziarsi indivi- 
dualmente in ogni tipo di tessuto o anche in un intero or- 
ganismo (Figura 28.43). Le divisioni cellulari successive e 
continuate producono una sfera cava, la blastocisti. Le cel- 
lule esterne della blastocisti formano infine la placenta. I 
foglietti (strati) interni formano i foglietti germinativi del 
feto in via di sviluppo: l’ectoderma, il mesoderma e l’en- 
doderma. Queste cellule sono pluripotenti: possono da- 
re origine a cellule di tutti e tre i foglietti germinativi e si 
possono differenziare in molti tipi di tessuti. Esse non pos- 
sono, però, differenziarsi in un organismo completo. Alcu- 
ne di queste cellule sono unipotenti: possono cioè svilup- 
parsi solamente in un tipo di cellule e/o di tessuto. Sono le 
cellule pluripotenti della blastocisti, le cellule staminali 
embrionali, a essere al momento utilizzate nella ricerca 
sulle cellule staminali. 

Le cellule staminali hanno due funzioni: rimpiazza- 
re se stesse e, allo stesso tempo, fornire cellule che possa- 
no differenziare. Queste funzioni vengono assolte in mol- 
ti modi (Figura 28.44a). Tutta la popolazione delle cellu- 
le staminali, o una parte di essa, può, in linea di principio, 
essere coinvolta nel rimpiazzare le cellule staminali o nel 
differenziamento o in entrambi i processi. 

Altri tipi di cellule staminali possono potenzialmente 
essere utilizzati per ottenere risultati in medicina. Nell’or- 
ganismo adulto, le cellule staminali adulte, essendo i 
prodotti di un ulteriore differenziamento, hanno un po- 
tenziale più limitato nei confronti di un ulteriore sviluppo 
rispetto alle cellule staminali embrionali. Per esempio, le 
cellule staminali ematopoietiche del midollo osseo posso- 
no dare origine a molte tipologie di cellule del sangue e a 
cellule capaci di rigenerare le ossa. Queste cellule vengo- 
no definite multipotenti. Esse non possono però diffe- 
renziarsi in cellule di fegato, di rene o di neurone. Si dice 
spesso che le cellule staminali adulte formino una nic- 
chia, un microambiente che promuove il mantenimento 


CAPITOLO 28 
1216 Regolazione dell'espressione genica 


li 


Spermatozoo | 
\/ 


Oocita 


Morula Totipotenti 


Blastocisti b | 


© © © Pluripotenti 


le 


Sistema 
immunitario 


ai 


Apparato 
circolatorio 


Sistema 
nervoso 


Figura 28.43 Cellule staminali totipotenti e pluripotenti. Allo 
stadio di morula, le cellule sono totipotenti e hanno la capacità 

di differenziarsi in un organismo completo. La fonte delle cellule 
staminali embrionali pluripotenti è rappresentata dalla massa di 
cellule interne alla blastocisti. Le cellule pluripotenti danno origine a 
molti tipi di tessuti, ma non possono formare organismi interi. 


cellulare e permette il differenziamento di alcune cellu- 
le figlie, che servono, quando è necessario, a rimpiazza- 
re le cellule del tessuto (Figura 28.44b). Le cellule stami- 
nali ematopoietiche presenti nel midollo osseo occupano 
una nicchia in cui le segnalazioni provenienti dalle cel- 
lule vicine, ma anche da altre cellule, inducono il man- 
tenimento della linea delle cellule staminali. Allo stesso 
tempo, alcune cellule figlie si differenziano per fornire 
le cellule sanguigne che vengono richieste. La compren- 
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sione della nicchia in cui sono attive le cellule stamina- 
li e dei segnali che la nicchia stessa fornisce è essenziale 
per sfruttare il potenziale delle cellule staminali nella ri- 
generazione dei tessuti. 

Tutte le cellule staminali pongono problemi alle ap- 
plicazioni mediche sugli esseri umani. Le cellule stamina- 
li adulte hanno una limitata capacità di rigenerare i tessu- 
ti, sono generalmente presenti in piccoli quantitativi e so- 
no difficili da isolare in un essere umano adulto. Le cellu- 
le staminali embrionali hanno un potenziale di differen- 
ziamento molto più elevato e possono essere coltivate per 
produrre grandi quantità di cellule. Il loro impiego com- 
porta però problematiche di ordine etico legate alla neces- 
saria utilizzazione di embrioni umani. Uno degli obiettivi 
principali della ricerca medica è l’identificazione di una 
fonte di cellule staminali sufficientemente ricca da essere 
utile anche dal punto di vista medico, ma che non presen- 
ti problematiche di tipo etico. 

La nostra capacità di coltivare le cellule staminali (per 
esempio, mantenendole nello stato indifferenziato) e di 
manipolarle per farle crescere e differenziare in partico- 
lari tessuti dipende molto dalla nostra comprensione del- 
la biologia dello sviluppo. Lidentificazione e la coltura di 
cellule staminali pluripotenti isolate dalla blastocisti uma- 
na sono state descritte da James Thomson e dai suoi colla- 
boratori nel 1998. Questo pas- 
so in avanti ha portato alla di- 
sponibilità a lungo termine di 
linee cellulari stabilizzate per 
essere utilizzate dalla ricerca. 

Da quel momento, cellule 
staminali embrionali murine 
e umane sono state utilizzate 
nella maggior parte delle ri- 
cerche condotte. Anche se en- 
trambi i tipi di cellule stamina- 
li sono pluripotenti, essi richiedono condizioni di coltura 
molto diverse, ottimizzate per permettere la divisione cel- 
lulare in modo indefinito senza che sopraggiunga il diffe- 
renziamento. Le cellule staminali embrionali di topo ven- 
gono fatte crescere su uno strato di gelatina e richiedono 
la presenza del fattore inibitorio della leucemia (LIF). Le 
cellule staminali embrionali umane vengono fatte cresce- 
re su uno strato di nutriente di fibroblasti embrionali di 
topo e richiedono il fattore di crescita dei fibroblasti basali 
(bFGF o FGF2). Lo strato di cellule nutrienti di topo rila- 
scia probabilmente un prodotto diffusibile o qualche tipo 
di segnale di superficie non ancora noto, necessario alle 
cellule staminali umane sia per promuoverne la divisione 
cellulare sia per impedirne il differenziamento. 

Un ulteriore passo avanti molto significativo, ottenuto 
nel 2007 è rappresentato dall’inversione del differenzia- 
mento. Le cellule della pelle, prima del topo e poi degli es- 
seri umani, sono state effettivamente riprogrammate fino 
a far loro assumere le caratteristiche delle cellule stamina- 
li pluripotenti. La riprogrammazione riguarda l’impiego di 
manipolazioni che hanno permesso alle cellule di esprime- 
re almeno quattro fattori di trascrizione (Oct4, Sox2, Na- 
nog e Lin28), tutti noti per il loro contributo al manteni- 
mento di uno stato simile a quello della cellula staminale. 


James Thomson 


© 978-88-08-26148-9 


( ©0© 


Î I Sezionale 


© 
Î } Gradiente 


(b) 
Cellula 4 e | 
della punta (|) +L5 Cellula staminale 
distale x ‘in divisione 
Cellula a 
della punta | | | ) Cellula l 
distale © differenziata 
Cellula 
staminale 


Figura 28.44 Proliferazione delle cellule staminali in confronto 
al differenziamento e allo sviluppo. Le cellule staminali devono 
mantenere un equilibrio tra l'autorinnovamento e il differenziamento. 
(a) Alcuni aspetti possibili di divisioni cellulari che permettono la 
sostituzione delle cellule staminali e la produzione di alcune cellule 
differenziate. Ciascuna cellula può produrre una cellula staminale 

e una cellula differenziata, o due cellule differenziate, o due cellule 
staminali, in parti definite del tessuto o della coltura. Si può anche 
stabilire un gradiente di condizioni di crescita che determina destini 
cellulari diversi alle due estremità del gradiente. (b) Formazione di 
una nicchia di sviluppo attraverso il contatto di una cellula staminale 
con una cellula o con un gruppo di cellule. | segnali molecolari 
provenienti dalle cellule della nicchia (in questo caso una cellula della 
punta distale delle piante) aiutano l'orientamento del fuso mitotico 
per la divisione della cellula staminale e assicurano che una cellula 
figlia mantenga le proprietà della cellula staminale. 


I miglioramenti che sono stati gradualmente apportati a 
questa tecnologia possono far sì che non sia più necessa- 
ria la raccolta di cellule staminali embrionali, e fornisco- 
no una fonte di queste cellule in grado di essere genetica- 
mente accettate da un potenziale paziente. 

La nostra discussione sulla regolazione dello sviluppo 
e sulle cellule staminali ci consente di chiudere il cerchio 
e ci riporta all’inizio sia simbolicamente che letteralmente. 
In questo libro, “evoluzione” è stata la prima parola usata 
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nel testo, ma ora diventa anche l’ultima. Se l'evoluzione 
genera in un organismo quelle modificazioni che noi as- 
sociamo alle differenze tra le specie, è quindi il program- 
ma di sviluppo su cui bisogna agire. I processi alla base del- 
lo sviluppo e dell’evoluzione sono strettamente collegati, 
in quanto l’uno fornisce informazioni all’altro (vedi il Box 
28.1). Lo studio della biochimica ha sempre a che fare con 
il futuro dell’umanità e porta anche a un arricchimento 
delle conoscenze sulle sue origini. 


SOMMARIO 28.3 
Regolazione dell’espressione genica 
negli eucarioti 

e Negli eucarioti la regolazione positiva è più frequente 
della regolazione negativa. La trascrizione è accompa- 
gnata da ampie variazioni della struttura della croma- 
tina. 

e I promotori della Pol II hanno un tipico TATA box, una 
sequenza Inr e anche molteplici siti di legame per gli 
attivatori della trascrizione. Questi ultimi siti, talvolta 
posizionati a centinaia o migliaia di basi dal TATA box, 
si chiamano sequenze attivatrici a monte nel lievito ed 
enhancer negli eucarioti superiori. 

e Grandi complessi proteici sono in genere necessari per 
regolare l’attività della trascrizione. Gli effetti degli at- 
tivatori della trascrizione sulla Pol II sono mediati da 
complessi proteici coattivattori, come il Mediatore. Le 
strutture modulari degli attivatori hanno distinti domini 
di legame per gli attivatori e per il DNA. Altri comples- 
si proteici, tra cui le istone acetiltrasferasi e i complessi 
ATP-dipendenti, come SWI/SNF e NURE rimodellano 
reversibilmente la struttura della cromatina. 

e Gli ormoni influenzano la regolazione dell’espressio- 
ne genica in due possibili modi. Gli ormoni steroidei 
interagiscono direttamente con i recettori intracellu- 
lari, proteine regolatrici che legano il DNA. Il legame 
dell’ormone ha effetti positivi o negativi sulla trascri- 
zione dei suoi geni bersaglio. Gli ormoni non steroidei 
si legano ai recettori della superficie cellulare, inne- 
scando un processo che può portare alla fosforilazio- 
ne di una proteina regolatrice, influenzando la sua 
attività. 

e La regolazione mediata dall’RNA svolge un ruolo im- 
portante nell’espressione genica degli eucarioti. La ri- 
cerca in questo settore è in continua espansione. 

e L’individuazione dei meccanismi di regolazione dello 
sviluppo degli organismi pluricellulari è una delle 
sfide della ricerca biologica dei giorni nostri. Il desti- 
no delle cellule embrionali è determinato da gradienti 
proteici antero-posteriori e dorso-ventrali che, agendo 
da attivatori della trascrizione e repressori della tra- 
duzione, regolano i geni dello sviluppo delle strutture 
specifiche di una determinata parte dell’organismo. 
Gruppi di geni regolatori agiscono in successione tem- 
porale e spaziale, trasformando alcune aree della cel- 
lula uovo in quelle che saranno le strutture dell’orga- 
nismo adulto. 

e Il differenziamento delle cellule staminali in tessuti 
funzionali può essere controllato da segnali e da condi- 
zioni extracellulari. 
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[))I Pinne, ali, becchi e altre strutture 


In Sud America vi sono alcune specie di fringuelli che 
mangiano semi, comunemente chiamati fringuelli grass- 
quit. Circa 3 milioni di anni fa un piccolo gruppo di essi, 
appartenenti a una singola specie, si levò in volo sulla co- 
sta dell’oceano Pacifico del continente americano; forse 
spinti da una tempesta, i fringuelli persero di vista la co- 
sta e volarono per quasi 1000 chilometri. Molti probabil- 
mente perirono, ma alcuni raggiunsero un'isola vulcanica 
di recente formazione in un arcipelago a cui in seguito 
venne dato il nome di Gal4pagos. Era una terra vergine, 
ricca di piante non sfruttate e di insetti di cui nutrirsi. 
I fringuelli che giunsero in questo arcipelago poterono 
sopravvivere. Col passare del tempo si formarono altre 
isole, che vennero colonizzate da nuove piante e da nuovi 
insetti, ma anche dai fringuelli. Questi uccelli seppero 
sfruttare le nuove risorse offerte dalle isole, e gruppi di 
essi gradualmente si specializzarono, generando nuove 
specie. Quando Charles Darwin arrivò nell'arcipelago nel 
1835, nelle varie isole c'erano diverse specie di fringuelli, 
che si nutrivano di semi, di frutta, di insetti, di pollini e 
perfino di sangue. 

La diversità delle creature viventi è stata sempre fonte 
di meraviglia per l’uomo, ancora prima che gli scienziati 
iniziassero a comprenderne l’origine. La straordinaria 
intuizione di Darwin, ispirata in parte dal suo incontro 
con i fringuelli delle Gal4pagos, fornì una spiegazione 
dell’esistenza di organismi con una grande varietà di 
caratteristiche e dette origine a tutta una serie di do- 
mande sui meccanismi dell’evoluzione. Le risposte 
cominciarono a giungere nella seconda metà del XX 
secolo dagli studi sui genomi e sul metabolismo degli 
acidi nucleici, e più di recente da un campo di ricerca co- 
munemente definita evo-devo, una sorta di mescolanza 
di studi sull’evoluzione (evolution) e sulla biologia dello 
sviluppo (development). 

In sintesi, oggi la teoria dell’evoluzione si può conside- 
rare basata su due elementi principali: le mutazioni in 
una determinata popolazione determinano la diversità 
genetica; la selezione naturale agisce poi su questa di- 
versità, favorendo gli individui che hanno un genoma 
più utile e sfavorendo gli altri. Le mutazioni avvengono 
auna velocità significativa nel genoma di ogni individuo, 
in ogni cellula (vedi la Sezione 8.3 e la Figura 25.20). 
Le mutazioni vantaggiose negli organismi unicellulari o 
nella linea germinale di organismi pluricellulari possono 
essere ereditate, ed è più probabile che vengano eredi- 
tate (cioè che passino a un numero sempre maggiore 
di discendenti) se conferiscono una qualche forma di 
vantaggio. Si tratta di uno schema certamente semplice 
e chiaro, ma molti hanno osservato che forse non è suf- 
ficiente per spiegare tutte le forme differenti del becco 
dei fringuelli delle Galapagos o la diversità delle dimen- 
sioni e delle forme dei diversi mammiferi. Fino a pochi 
decenni fa alcune convinzioni circa il processo evolutivo 
erano molto radicate: si pensava che per dare origine 
a una nuova struttura occorressero molte mutazioni e 
nuovi geni, che organismi più complessi dovessero avere 
genomi più grandi e che specie molto diverse dovessero 


avere pochi geni in comune. Oggi sappiamo che tutte 
queste ipotesi erano errate. 

Di recente è stato dimostrato che il genoma umano con- 
tiene meno geni rispetto a quanto atteso, non molti di più 
del genoma del moscerino della frutta, ma meno rispetto 
ai genomi di alcuni anfibi. I genomi di tuttii mammiferi, 
dal topo all'uomo, sono sorprendentemente simili per 
numero, tipi e disposizione dei geni nei cromosomi. Ma 
allo stesso tempo l’evo-devo ci sta rivelando che organi- 
smi complessi e diversi possono evolversi a partire da 
tali genomi. 

Le specie di organismi mutanti mostrati nella Figura 
28.42 sono state studiate dal biologo inglese William 
Bateson alla fine del XIX secolo. Bateson utilizzò le osser- 
vazioni sul moscerino della frutta per confutare la teoria 
di Darwin, secondo la quale i cambiamenti evolutivi do- 
vrebbero svilupparsi in modo graduale. Studi recenti sui 
geni che controllano lo sviluppo degli organismi hanno 
ricondotto l’attenzione degli studiosi alle idee di Bateson. 
Variazioni molto sottili dei meccanismi di regolazione 
durante lo sviluppo, dovute soltanto a poche mutazioni, 
o a una soltanto, possono dar luogo a variazioni fisiche 
molto evidenti e indurre un processo evolutivo sorpren- 
dentemente rapido. 

I fringuelli delle Galapagos costituiscono un eccellente 
esempio di connessione tra evoluzione e sviluppo. 
Esistono almeno 14 specie di fringuelli delle Galapagos 
(15, secondo alcuni studiosi), che si distinguono so- 
prattutto per la forma del becco. Una specie (quella dei 
fringuelli “ground”), per esempio, ha un becco grosso e 
pesante, adatto a schiacciare semi grandi e duri. Un’altra 
specie (quella dei fringuelli “cactus” ) ha un becco al- 
lungato e sottile, adattissimo a penetrare nei frutti e 
nei fiori di cactus (Figura 1). Clifford Tabin e collabo- 
ratori hanno preso in esame una serie di geni espressi 
durante lo sviluppo cranio-facciale di questi uccelli. Essi 
hanno identificato un solo gene, il Bmp4, il cui livello di 
espressione è correlato con la formazione del becco più 
robusto dei fringuelli “ground”. Questo tipo di becco si 
formava anche negli embrioni quando venivano espressi 
artificialmente alti livelli di Bmp4, confermando così il 
ruolo fondamentale del gene Bmp4. In uno studio simile, 
la formazione del becco lungo e sottile è stata correlata 
all'espressione della calmodulina (vedi la Figura 12.11) 
in particolari tessuti e in appropriati stadi di sviluppo. 
Quindi, importanti variazioni della forma e della fun- 
zione del becco possono derivare da sottili variazioni 
dell’espressione di due soli geni coinvolti nella regola- 
zione dello sviluppo. Sono necessarie solo poche muta- 
zioni, e solo queste mutazioni possono influenzare la 
regolazione. Non sono necessari nuovi geni. 

Il sistema dei geni regolatori che guida lo sviluppo è molto 
ben conservato in tutti i vertebrati. L'espressione elevata 
di Bmp4 nel tessuto giusto e al momento giusto porta alla 
formazione di parti mandibolari più robuste nel pesce 
zebra. Lo stesso gene svolge un ruolo chiave nello svi- 
luppo dei denti nei mammiferi. Lo sviluppo degli occhi è 
innescato dall'espressione di un singolo gene, il Pax6, nel 


> (segue) 
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moscerino della frutta e nei mammiferi. Il gene Pax6 del 
topo porterà allo sviluppo degli occhi nel moscerino della 
frutta, mentre il gene Pax6 del moscerino della frutta allo 
sviluppo degli occhi nel topo. In ogni organismo questi 
geni fanno parte di una più ampia cascata di regolazione, 
che serve a creare le corrette strutture nella collocazione 
appropriata. La cascata è molto antica; per esempio, i geni 
Hox (descritti nel testo) fanno parte del programma di svi- 
luppo degli eucarioti pluricellulari da più di 500 milioni di 
anni. Sottili variazioni della cascata possono avere effetti 
determinanti sullo sviluppo e quindi sulla comparsa di 
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Parte superiore 
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PI 
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Figura 1 Evoluzione di nuove strutture per meglio sfruttare 
nuove risorse alimentari. Nei fringuelli delle Galapagos, le differenti 
strutture del becco dei fringuelli “cactus” e dei fringuelli “ground”, 


che hanno a disposizione differenti tipi di alimenti, sono il risultato 
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quel tipo di organismo. Le stesse sottili variazioni possono 
favorire processi evolutivi molto rapidi. Per esempio, le 
400-500 specie descritte di pesci dalle pinne spinose 
(spiny-finned fish) del lago Malawi e del lago Vittoria 
nel continente africano derivano tutte da una o da al- 
cune popolazioni che hanno colonizzato i due laghi circa 
100 000-200 000 anni fa. I fringuelli delle GalApagos 
hanno semplicemente seguito un percorso evolutivo che 
altri esseri viventi hanno seguito nel corso di miliardi 
di anni. 


Dieta mista di semi e insetti 


"a 
— | 


Antenato 


Bassa [CaM]: becco corto 
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Schiaccia semi grandi/duri 
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di piccole mutazioni che hanno alterato iltempo e il livello di 
espressione di due soli geni: quello che codifica la calmodulina 
(CaM) e quello che codifica la proteina Bmp4. 
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=N Problemi 


1. Effetto della stabilità dell’ mRNA e delle proteine 
sulla regolazione. Cellule di F. coli stanno crescen- 
do in una soluzione che contiene glucosio quale uni- 
ca fonte di atomi di carbonio. A un certo punto viene 
aggiunto triptofano. Le cellule continuano a cresce- 
re e a dividersi ogni 30 minuti. Descrivete (dal punto 
di vista qualitativo) come cambia nel tempo l’attivi- 
tà della triptofano sintasi nelle cellule nelle seguenti 
condizioni. 

(a) Il trp mRNA è stabile (viene degradato lentamente 
nel giro di molte ore). 

(b) Il trp mRNA viene rapidamente degradato, ma la 
triptofano sintasi è stabile. 

(c) Il trp mRNA e la triptofano sintasi vengono entram- 
bi degradati rapidamente. 

2. L’operone del lattosio. Un ricercatore ingegneriz- 
za un operone lac in un plasmide, ma inattiva tutte le 
parti dell’operatore lac (lacO) e del promotore lac, so- 
stituendoli con il sito di legame per il repressore Le- 
xA (che agisce nella risposta SOS) e con un promotore 
regolato da LexA. Il plasmide viene poi introdotto in 
cellule di E. coli che hanno un operone lac con un ge- 
ne lacZ inattivo. In quali condizioni queste cellule così 
trasformate produrranno la R-galattosidasi? 

3. Regolazione negativa. Descrivete i probabili effetti 
sull’espressione genica delle seguenti mutazioni nell’o- 
perone lac nella regione: (a) dell'operatore lac che eli- 
mina O;; (b) del gene lacI che inattiva il repressore; 
(c) del promotore che elimina la regione intorno alla 
posizione — 10. 

4. Legame specifico del DNA alle proteine regolatri- 
ci. Un tipico repressore proteico batterico distingue 
tra siti specifici di legame del DNA (operatori) e siti 
non specifici per un fattore pari a 104-10° volte. Sono 
sufficienti circa 10 molecole di repressore in una cel- 
lula per consentire un alto livello di repressione. Sup- 
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ponete che una repressione molto simile esista anche 
in una cellula umana, con una simile specificità per il 
sito di legame. Quante copie di repressore sarebbero 
necessarie per ottenere lo stesso livello di repressione 
della cellula batterica? (Nota: il genoma di E. coli con- 
tiene circa 4,6 milioni di coppie di basi, quello aploide 
dell’uomo circa 3,2 miliardi di coppie di basi.) 

Concentrazione del repressore in E. coli. La costante 

di dissociazione di un particolare complesso represso- 

re-operatore è molto bassa, circa 10! m. Una cellula di 

E. coli (volume di 2 X 107!° mI) contiene 10 copie del 

repressore. Calcolate la concentrazione cellulare della 

proteina repressore. Qual è il risultato della compara- 
zione di questo valore con quello della costante di dis- 
sociazione del complesso repressore-operatore? Qual 

è il significato di questo risultato? 

Repressione da catabolita. Le cellule di E. coli sono 

coltivate in un mezzo contenente lattosio, ma non glu- 

cosio. Indicate se ognuna delle seguenti modificazioni 

o condizioni potrà aumentare, diminuire o non modi- 

ficare lo stato di espressione dell’operone lac. Potreb- 

be essere di aiuto elaborare un modello che indichi ciò 
che accade in ogni situazione. 

(a) Aggiunta di una grande quantità di glucosio. 

(b) Una mutazione che impedisce la dissociazione del 

repressore Lac dall’operatore. 

(c) Una mutazione che inattiva del tutto la }-galatto- 

sidasi. 

(d) Una mutazione che inattiva completamente la ga- 

lattoside permeasi. 

(e) Una mutazione che impedisce il legame della CRP 
al suo sito di legame vicino al promotore lac. 

Attenuazione trascrizionale. Come sarà modificata 

la trascrizione dell’operone trp di E. coli in seguito al- 

le seguenti manipolazioni della regione leader del trp 
mRNA? 

(a) Aumento della distanza (numero di basi) tra il ge- 
ne del peptide leader e la sequenza 2. 

(b) Aumento della distanza tra le sequenze 2 e 3. 

(c) Rimozione della sequenza 4. 

(d) Sostituzione nel peptide leader di due codoni per 
il Trp con due codoni per l’His. 

(e) Eliminazione del sito di legame del ribosoma per il 
gene che codifica il peptide leader. 

(f) Sostituzione nella sequenza 3 di diversi nucleotidi 
che formano appaiamenti di basi con la sequenza 4, 
ma non con la sequenza 2. 

Repressione e repressori. Quale potrebbe essere 
la risposta SOS in E. coli con una mutazione nel gene 
lexA che impedisce la scissione autocatalitica della pro- 
teina LexA? 
Regolazione mediante ricombinazione. Nell'ambito 
del sistema di variazione di fase di Salmonella, che cosa 
succederebbe alla cellula se la ricombinasi Hin diven- 
tasse più attiva e promuovesse la ricombinazione (in- 
versione del DNA) più volte nella stessa generazione 
cellulare? 


10. Inizio della trascrizione negli eucarioti. Nell’estrat- 


to di cellule derivate da un fungo esotico è stata iden- 
tificata una nuova attività RNA polimerasica. Questo 
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enzima inizia la trascrizione soltanto a partire da un 
singolo promotore molto specifico. Man mano che la 
polimerasi viene purificata, la sua attività diminuisce e 
l'enzima purificato diventa completamente inattivo, a 
meno che alla reazione di dosaggio non venga aggiun- 
to estratto grezzo. Fornite una spiegazione per queste 
osservazioni. 


11.Domini funzionali nelle proteine regolatrici. Un 


biochimico sostituisce la regione che lega il DNA del- 
la proteina Gal4 di lievito con la regione con analoga 
funzione del repressore Lac, e osserva che la protei- 
na modificata non regola più la trascrizione dei geni 
GAL del lievito. Elaborate un modello dei diversi do- 
mini funzionali che vi aspettate di trovare nella protei- 
na Gal4 e nella proteina ingegnerizzata. Perché la pro- 
teina ingegnerizzata non regola più la trascrizione dei 
geni GAL? Come si può modificare il sito di legame del 
DNA di Gal4 per ripristinare la funzione di attivazio- 
ne della trascrizione dei geni GAL? 


12. Modificazione del nucleosoma durante l’attivazio- 


ne trascrizionale. Al fine di preparare regioni geno- 
miche per la trascrizione, alcuni istoni dei nucleosomi 
vengono acetilati e metilati in posizioni specifiche. Una 
volta che la trascrizione non è più necessaria, le modifi- 
cazioni devono essere rimosse. Nei mammiferi, la me- 
tilazione dei residui di Arg degli istoni viene rimossa 
dalla peptidilarginina deimminasi (PADI). La reazione 
promossa da questo enzima non produce un’arginina 
non metilata, ma viene invece generato un residuo di 
citrullina. Qual è l’altro prodotto della reazione? Indi- 
cate un meccanismo di reazione. 


13. Meccanismi ereditabili nello sviluppo. Un uovo di 


Drosophila bcd /bcd può svilupparsi normalmente, 
ma l’insetto adulto non sarà in grado di dare origine a 
progenie vitale. Spiegate perché. 


=N Problema sull’analisi dei dati 
ila 


14. Ingegnerizzazione di un interruttore genetico a ba- 


scula in Escherichia coli. La regolazione genica spes- 
so viene descritta come un fenomeno “tutto o nulla”, 
cioè un gene viene espresso totalmente o non espresso 
affatto. Infatti, la repressione e l’attivazione di un gene 
comportano reazioni di legame di un ligando, quindi i 
geni possono mostrare livelli di espressione interme- 
dia, in base ai livelli intermedi delle molecole regolatri- 
ci. Per esempio, per l’operone lac di E. coli si consideri 
l'equilibrio di legame del repressore Lac, dell’operatore 
e dell’induttore (vedi la Figura 28.8). Anche se si tratta 
di un processo cooperativo complesso, esso può esse- 
re ricondotto alla reazione seguente (R è il repressore, 
IPTG è l’induttore isopropil-f-p-tiogalattoside): 


= 4 
Ka 


R + IPTG R « IPTG 


Il repressore libero, R, si lega all’operatore e impedisce 
la trascrizione dell’operone lac; il complesso R è IPTG 
non si lega all’operatore, quindi la trascrizione dell’o- 
perone lac può procedere. 
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(a) Facendo riferimento all’Equazione 5.8 è possibile cal- 
colare il livello di espressione delle proteine dell’o- 
perone lac in funzione della [IPTG]. Utilizzate que- 
sto calcolo per determinare entro quale ambito di 
[IPTG] il livello dell’espressione varia dal 10% al 90%. 

(b) Descrivete qualitativamente il livello delle protei- 
ne dell’operone lac in E. coli prima, durante e dopo 
l’induzione con IPTG. Non occorre fornire i risul- 
tati ai tempi esatti, basterà indicare la tendenza ge- 
nerale. 

Gardner, Cantor e Collins (2000) hanno realizzato un 

“interruttore genetico a bascula”, cioè un sistema di re- 

golazione genica con due caratteristiche principali in 

risposta alla luce. (A) Sono possibili solo due stati: com- 
pletamente “acceso” (“on”) o completamente “spento” 

(“off”); non esistono condizioni intermedie. In termini 

biochimici, il gene bersaglio, o il sistema di geni (ope- 

rone), è pienamente espresso o non è espresso affat- 
to; non può essere espresso a livelli intermedi. (B) En- 
trambi gli stati sono stabili: anche se bisogna usare un 
dito per spostare l'interruttore da uno stato all’altro, 
una volta spostato e una volta allontanato il dito, l’in- 
terruttore rimarrà in quello stato. In termini biochi- 
mici, una volta esposto a un induttore o ad altri segna- 

li chimici, il gene, o l’operone, rimarrà in quello stato 

anche quando il segnale viene rimosso. 

(c) Spiegate perché l’operone lac non ha le caratteristi 
che A e B. 

Per realizzare il loro “interruttore a bascula”, Gardner 

e collaboratori hanno costruito un plasmide a partire 

dai componenti elencati di seguito. 


OP, La regione operatore-promotore dell’operone 
lac di E. coli 

OP, Laregione operatore-promotore del fago X 

lacI Ilgene che codifica la proteina lac repressore, LacI. 
In assenza di IPTG, questa proteina reprime forte- 
mente l’OP,,;; in presenza di IPTG, essa permette 
la piena espressione dell’OP,,. 

rep Il gene che codifica una proteina repressore \ 
mutante sensibile alla temperatura, rep*. A 37 °C 
questa proteina reprime fortemente l’OP., a 42 °C 
permette la piena espressione dell’OP, 

GFP Ilgene perla proteina fluorescente verde (GFP) 
(vedi la Figura 9.16) 

T  Ilterminatore della trascrizione 


I ricercatori hanno disposto questi componenti (vedi 
la figura che segue) in modo che i due promotori ve- 
nissero reciprocamente repressi: OP, controllava l’e- 
spressione di rep'*, mentre OP, controllava l’espressio- 
ne di lacI. Lo stato di questo sistema veniva controllato 
dal livello di espressione di GFP, che era anche sotto il 
controllo dell’OP,,.. 
(d) Il sistema costruito ha due stati: GFP-acceso (eleva- 
ti livelli di espressione) e GFP-spento (bassi livelli 
di espressione). Per ciascuno stato, indicate quali 
proteine sono presenti e quali promotori vengono 
espressi. 


repressore lac 
? repressore \ 
- di 


(e) Il trattamento con IPTG dovrebbe far passare il si- 
stema da uno stato all’altro. Da quale a quale? Com- 
mentate la risposta. 

(f) Il trattamento al calore (42 °C) dovrebbe spostare 
il sistema da uno stato all’altro. Da quale a quale? 
Commentate la risposta. 

(g) Perché questo plasmide dovrebbe avere le caratte- 
ristiche A e B descritte in precedenza? 

Per confermare che il loro costrutto aveva queste ca- 

ratteristiche, Gardner e collaboratori dimostrarono per 

prima cosa che il livello dell’espressione di GFP (eleva- 
to o basso) rimaneva stabile per lunghi periodi di tem- 
po (caratteristica B). Poi misurarono il livello di GFP in 
presenza di concentrazioni diverse di induttore IPTG 
e ottennero i risultati mostrati nel grafico seguente. 
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[IPTG] (M) 
Essi notarono che il livello dell'espressione di GFP 
era intermedio alla concentrazione X dell’IPTG. Però, 
quando misurarono l’espressione del livello di GFP nel- 
le singole cellule a [IPTG] = X, essi trovarono o un li- 
vello elevato o un livello basso di GFP Nessuna cellula 
mostrava un livello intermedio. 
(h) Spiegate in che modo questo risultato dimostra che 
il sistema ha la caratteristica A. Perché l’espressio- 
ne dei livelli di GFP è bimodale a [IPTG] = X? 
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GLOSSARIO 


A) 


Accettore di elettroni: sostanza che acquista elettroni in 
una reazione di ossidoriduzione. 

Accettore di protoni: composto anionico capace di 
accettare un protone da un donatore; una base. 

Accoppiamento chemiosmotico: accoppiamento della 
sintesi di ATP al trasferimento degli elettroni mediante 
un gradiente elettrochimico di ioni H' attraverso una 
membrana. 

Acidi biliari: derivati polari del colesterolo secreti dal 
fegato e riversati nell’intestino per emulsionare i grassi 
introdotti con la dieta, facilitando l’azione della lipasi. 

Acidi grassi essenziali: il gruppo di acidi grassi 
poliinsaturi che possono essere sintetizzati dalle 
piante, ma non dagli esseri umani; devono quindi 
essere presenti nella dieta dell’uomo. 

Acidi nucleici: polinucleotidi che si trovano in natura 
in cui il residuo nucleotidico è legato a una specifica 
sequenza mediante legami fosfodiestere; RNA e DNA. 

Acido deossiribonucleico: vedi DNA. 

Acido grasso: acido carbossilico alifatico con una lunga 
catena idrocarburica presente nei grassi naturali 
e negli oli; è un componente dei fosfolipidi e dei 
glicolipidi di membrana. 

Acido grasso insaturo: acido grasso contenente uno 0 
più doppi legami. 

Acido grasso poliinsaturo: vedi PUFA. 

Acido grasso saturo: acido grasso con una catena 
alchilica completamente satura. 

Acido ialuronico: polisaccaride acido con un elevato 
peso molecolare composto da un’alternanza 
del disaccaride GICUA (B->3)G]lcNAc. Pacido 
ialuronico è il principale componente della 
matrice extracellulare e forma grandi complessi 
(proteoglicani) con proteine e altri polisaccaridi. 

Acido ribonucleico: vedi RNA. 

Acidosi: una condizione metabolica in cui risulta 
diminuita la capacità del sangue di tamponare gli ioni 
H*, accompagnata di solito da un abbassamento del pH 
del sangue. 

Acil fosfato: qualsiasi molecola la cui formula chimica 
generale è 

(93905 
(0) 


Acquaporina (AQP): un membro della famiglia delle 
proteine integrali di membrana che mediano il flusso 
dell’acqua attraverso le membrane. 

Actina: una proteina che costituisce i filamenti sottili del 
muscolo; componente importante del citoscheletro di 
molte cellule eucariotiche. 

Adattamento indotto: modificazione della 
conformazione di un enzima in risposta al legame del 
substrato che rende l’enzima cataliticamente attivo; 
espressione usata anche per indicare variazioni della 


conformazione di macromolecole indotte dal legame 
di un ligando, che rendono il sito di legame più adatto 
all'interazione con il ligando stesso. 

S-Adenosilmetionina (adoMet): cofattore enzimatico 
coinvolto nel trasferimento di gruppi metilici. 

Adenosina monofosfato 3',5’-ciclico: vedi 
AMP ciclico. 

Adipocita: una cellula animale specializzata per la 
conservazione dei grassi (triacilgliceroli). 

ADP (adenosina difosfato): un ribonucleoside 
5'-difosfato che serve come accettore del gruppo 
fosforico nel ciclo energetico cellulare. 

Aerobico: processo che richiede ossigeno o che avviene in 
presenza di ossigeno. 

Aerobio: un organismo che vive esposto all’aria e usa 
ossigeno come accettore terminale degli elettroni nella 
respirazione. 

Agente disaccoppiante: sostanza che disaccoppia 
la fosforilazione dell’ADP dal trasferimento degli 
elettroni; per esempio, il 2,4-dinitrofenolo. 

Agente ossidante (ossidante): accettore di elettroni 
nelle reazioni di ossidoriduzione. 

Agente riducente: donatore di elettroni in una reazione 
di ossidoriduzione. 

Agonista: un composto, di solito un ormone o un 
neurotrasmettitore, che induce una risposta fisiologica 
quando si lega al suo recettore. 

Alcalosi: una condizione metabolica in cui è diminuita la 
capacità del sangue di tamponare ioni OH; di solito è 
accompagnata da un aumento del pH del sangue. 

Aldoso: uno zucchero semplice nel quale l'atomo 
carbonilico è un’aldeide; cioè il gruppo carbonilico è a 
una delle estremità della molecola. 

Amiloidosi: un gruppo di patologie progressive 
caratterizzate da un anormale deposito di proteine 
ripiegate non correttamente in uno o più tessuti 0 
organi. 

Amminoacidi: acidi carbossilici sostituiti in posizione a 
con un gruppo amminico; i precursori delle proteine. 

Amminoacidi essenziali: amminoacidi che non sono 
sintetizzati dall’uomo (e da altri vertebrati) e che 
devono essere ottenuti dalla dieta. 

Amminoacidi non essenziali: amminoacidi che possono 
essere prodotti dall’uomo e dagli altri vertebrati a 
partire da precursori semplici e non sono quindi 
necessari nella dieta. 

Amminoacil-tRNA: estere amminoacilico di un tRNA. 

Amminoacil-tRNA sintetasi: enzimi che catalizzano la 
sintesi di un amminoacil-tRNA a spese dell'ATP 

Amminotrasferasi: enzimi che catalizzano 
il trasferimento di gruppi amminici da un 
a-amminoacido a un a-chetoacido; sono dette anche 
transamminasi. 

Ammoniotelico: che elimina l’azoto in eccesso sotto 
forma di ammoniaca. 
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AMP ciclico (CAMP, adenosina 3'-5'-monofosfato 
ciclico): secondo messaggero intracellulare; la sua 
formazione da parte dell’adenilil ciclasi è stimolata da 
alcuni ormoni o da altre molecole di segnalazione. 

AMPK: vedi Proteina chinasi attivata dall’AMP. 

Anabolismo: la fase del metabolismo intermedio di cui 
fanno parte le biosintesi che richiedono energia dei 
componenti cellulari a partire da piccoli precursori. 

Anaerobico: processo che avviene in assenza di aria 0 
ossigeno. 

Anaerobio: un organismo che vive senza ossigeno: gli 
anaerobi obbligati muoiono quando vengono esposti 
all’ossigeno. 

Analita: molecola che può essere analizzata mediante la 
spettrometria di massa. 

Analogo dello stato di transizione: molecola stabile 
che simula lo stato di transizione di una particolare 
reazione, e che quando forma il complesso ES si 
lega all’enzima che catalizza la reazione molto più 
saldamente del substrato. 

Anammox: ossidazione anaerobica dell’ammoniaca a 
N;, che utilizza il nitrato come accettore di elettroni; è 
presente in batteri chemiolitotrofi specializzati. 

Anemia a cellule falciformi: malattia umana 
caratterizzata dalla presenza di molecole di 
emoglobina difettose; causata da un allele omozigote 
che codifica la catena f dell'emoglobina. 

Anfipatico: composto che contiene domini polari e non 
polari. 

Anfolita: una sostanza che agisce sia da acido che da 
base. 

Anfoterico: capace di donare e di accettare protoni; 
utilizzabile come base o acido. 

Angstrom (À): una unità di lunghezza (1 * cm) usata per 
indicare le dimensioni molecolari. 

Anidride: il prodotto della condensazione di due gruppi 
carbossilici o fosforici, in cui viene eliminata una 
molecola di acqua, e che ha la seguente formula 
generale 

LE A 
O (0) 
dove X può essere un atomo di carbonio o di fosforo. 

Anomeri: due stereoisomeri di un dato zucchero 
che differiscono solo nella configurazione intorno 
all’atomo di carbonio carbonilico (anomerico). 

Ansa (loop) di DNA: l’interazione tra proteine legate 
in siti lontani su una molecola di DNA che generano 
un’ansa nella struttura del DNA. 

Antagonista: un composto che interferisce con 
l’azione fisiologica di un’altra sostanza (l’agonista), 

di solito a livello del recettore di un ormone o di un 
neurotrasmettitore. 

Antibiotico: uno dei tanti composti organici prodotti e 
secreti da varie specie di microrganismi e di piante, 
tossici per altre specie; hanno presumibilmente una 
funzione difensiva. 

Anticodone: una specifica sequenza di tre nucleotidi 
presente in un tRNA complementare al codone per un 
amminoacido presente sull’ mRNA. 

Anticorpi monoclonali: anticorpi prodotti da un clone 
di cellule di un ibridoma. Le cellule sono tutte uguali 
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e dirette contro lo stesso epitopo dell’antigene. (Le 
cellule dell’ibridoma sono linee cellulari stabili che 
producono anticorpi che crescono molto bene in 
coltura; sono prodotte fondendo una cellula B che 
produce anticorpi con una cellula di mieloma.) 

Anticorpi policlonali: gruppo eterogeneo di anticorpi 
prodotti in un animale da diversi linfociti B in risposta 
a un antigene. I diversi anticorpi della miscela 
riconoscono parti diverse dell’antigene. 

Anticorpo: una proteina di difesa sintetizzata dal 
sistema immunitario dei vertebrati. Vedi anche 
Immunoglobulina. 

Antigene: una molecola capace di determinare la sintesi 
di uno specifico anticorpo nei vertebrati. 

Antiparalello: termine che identifica due polimeri 
lineari che hanno polarità od orientamenti opposti. 

Antiporto: cotrasporto di due soluti attraverso una 
membrana in direzioni opposte. 

Aploide: che ha un solo set di informazioni genetiche; 
una cellula che ha un solo cromosoma per ogni tipo. 
Confronta anche Diploide. 

Aplotipo: una combinazione di alleli di geni differenti 
localizzati sufficientemente vicini su un cromosoma da 
avere la tendenza a essere ereditati insieme. 

Apoenzima: la parte proteica di un enzima, senza i 
cofattori organici o inorganici o i gruppi prostetici che 
possono essere necessari per la sua attività catalitica. 

Apolipoproteina: la componente proteica di una 
lipoproteina. 

Apoproteina: la parte proteica di una proteina, senza i 
cofattori organici o inorganici o i gruppi prostetici che 
possono essere necessari per la sua attività. 

Apoptosi: morte programmata della cellula, in cui è 
la cellula stessa a determinare la sua morte e lisi, 
segnalata dall’esterno o programmata nei suoi geni, 
mediante la degradazione sistematica delle sue 
macromolecole. 

Aptamero: oligonucleotide che si lega in maniera 
specifica a un bersaglio molecolare, generalmente 
scelto mediante un ciclo iterativo di arricchimento 
basato sull’affinità (SELEX). 

Aptene: una piccola molecola che quando viene 
unita a una macromolecola determina una risposta 
immunitaria. 

Archea (Archeobatteri): uno dei cinque regni degli 
organismi viventi; includono specie in grado di 
crescere in ambienti estremi ad alta forza ionica, alta 
temperatura o basso pH. 

Assorbimento: trasporto di prodotti della digestione 
dall’intestino al sangue. 

Atomo di carbonio asimmetrico: un atomo di carbonio 
a cui sono legati covalentemente quattro gruppi diversi 
e che può avere due configurazioni tetraedriche. 

ATP (adenosina trifosfato): un ribonucleoside 
5'-trifosfato che agisce da donatore di gruppi fosforici 
nel ciclo energetico della cellula; trasferisce energia 
chimica tra le vie metaboliche comportandosi 
da intermedio comune che accoppia reazioni 
endoergoniche ed esoergoniche. 

ATP sintasi: un complesso enzimatico che forma ATP 
da ADP e fosfato durante la fosforilazione ossidativa 
nella membrana mitocondriale interna o nella 
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membrana plasmatica dei batteri, oppure durante la 
fotofosforilazione nei cloroplasti. 

ATPasi: un enzima che idrolizza ’ATP, generando ADP e 
fosfato, di solito accoppiato a un processo che richiede 
energia. 

ATPasi F: la subunità multiproteica dell'ATP sintasi 
che possiede i siti catalitici che sintetizzano l’ATP. 
Interagisce con la subunità F, dell'ATP sintasi 
accoppiando il movimento dei protoni alla sintesi 
dell’ATP. 

Attenuatore: una sequenza di RNA coinvolta nella 
regolazione dell’espressione di certi geni; funziona 
come un terminatore della trascrizione. 

Attivatore: (1) una proteina che lega il DNA che regola 
positivamente l’espressione di uno o più geni; la 
velocità della trascrizione aumenta quando l’attivatore 
è legato al DNA. (2) Un modulatore positivo di un 
enzima allosterico. 

Attivazione degli amminoacidi: esterificazione 
enzimatica ATP-dipendente del gruppo carbossilico 
di un amminoacido al gruppo ossidrilico 3’ del 
corrispondente tRNA. 

Attività: la reale attività termodinamica, o potenziale 
di una sostanza, una funzione diversa dalla sua 
concentrazione molare. 

Attività ottica: capacità di una sostanza di ruotare il 
piano della luce polarizzata. 

Attività specifica: il numero di micromoli (umoli) di 
substrato trasformato da una preparazione di enzima 
per minuto per milligrammo di proteina a 25 °C; una 
misura della purezza dell’enzima. 

Autofagia: degradazione catabolica effettuata dai 
lisosomi di proteine e di altri componenti cellulari. 

Autofosforilazione: fosforilazione di un residuo 
amminoacidico in una proteina, catalizzata dalla 
stessa molecola. Spesso si estende la definizione alla 
fosforilazione di una subunità di un omodimero da 
parte dell’altra subunità. 

Autotrofo: un organismo che può sintetizzare le sue 
molecole complesse a partire da composti organici 
molto semplici, come la CO; o l'’ammoniaca. 

Auxina: un ormone della crescita delle piante. 


(5) 


Baculovirus: tutti i virus a DNA a doppio filamento che 
infettano gli invertebrati, in particolare gli insetti. 
Vengono largamente utilizzati in biotecnologia per 
l’espressione di proteine. 

BAT vedi Tessuto adiposo bruno. 

Batteri: uno dei cinque regni degli organismi viventi. 

I batteri hanno una membrana plasmatica, ma non 
organelli o nuclei interni. 

Batteriofago: un virus capace di replicarsi nelle cellule 
batteriche; detto anche fago. 

Bioinformatica: l’analisi computerizzata dei dati 
biologici usando metodi derivati da statistica, 
linguistica, matematica, chimica, biochimica e 
fisica. I dati sono spesso sequenze di acidi nucleici, 
di proteine o strutture, ma possono contenere 
anche osservazioni sperimentali da molte fonti, 
statistiche inerenti pazienti e materiale tratto dalla 
letteratura scientifica. La ricerca bioinformatica 
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serve alla conservazione, al recupero e all’analisi dei 
dati. 

Biologia dei sistemi: lo studio di sistemi biochimici 
complessi che tiene conto delle funzioni della maggior 
parte delle macromolecole presenti in una cellula 
(RNA, DNA, proteine). 

Biosfera: tutta la materia vivente sulla Terra, nel mare e 
nell'atmosfera. 

Biotina: una vitamina; cofattore enzimatico coinvolto in 
reazioni di carbossilazione. 


(c) 

Caloria: la quantità di calore necessaria a innalzare 
1,0 g di acqua da 14,5 °C a 15,5 °C. Una caloria (cal) 
corrisponde a 4,18 joules (J). 

cAMP: vedi AMP ciclico. 

Canale ionico: una proteina integrale di membrana 
che media il trasporto regolato di uno ione o di ioni 
attraverso una membrana. 

CAP: vedi Proteina attivatrice dei geni catabolici. 

Capside: rivestimento proteico di un virione o di una 
particella virale. 

Carbanione: atomo di carbonio carico negativamente. 

Carbocatione: atomo di carbonio carico positivamente; 
detto anche ione carbonio. 

Carboidrato: poliidrossialdeide o chetone oppure una 
sostanza che dalla sua idrolisi produce uno di questi 
tipi di composti. Molti carboidrati hanno formula 
bruta (CH0),; alcuni contengono anche azoto, fosforo 
o zolfo. 

Carbonio anomerico: l'atomo di carbonio in uno 
zucchero presente in corrispondenza di un nuovo 
centro chirale che si forma quando lo zucchero assume 
una forma ciclica emiacetalica. È l'atomo di carbonio 
carbonilico dei gruppi aldeidici o chetonici. 

Cardiolipina: un fosfolipide di membrana in cui due 
molecole di acido fosfatidico condividono un singolo 
gruppo di testa costituito da glicerolo. 

Carotenoidi: pigmenti fotosintetici solubili nei lipidi 
costituiti da unità isopreniche. 

Cascata enzimatica: una serie di reazioni, spesso 
coinvolte in un meccanismo di regolazione, in cui 
un enzima attiva un altro enzima (spesso mediante 
fosforilazione), che a sua volta ne attiva un altro e così 
via. l’effetto di un catalizzatore che attiva un altro 
catalizzatore porta a una grande amplificazione del 
segnale che ha innescato la cascata. 

Cascata regolatoria: una via di regolazione costituita da 
molte tappe in cui un segnale determina l’attivazione 
di una serie di proteine in successione, in cui ciascuna 
proteina della serie attiva cataliticamente la successiva, 
determinando un’amplificazione esponenziale del 
segnale originale. 

Catabolismo: la fase del metabolismo intermedio in cui 
si ha la degradazione delle sostanze nutrienti al fine di 
produrre energia. 

Catalisi acido-base generale: catalisi che coinvolge 
il trasferimento di uno o più protoni verso o da una 
molecola diversa dall’acqua. 

Catalisi acido-base specifica: catalisi acido-base che 
coinvolge i costituenti dell’acqua (idrossido o ione 
idronio). 
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Catecolammine: ormoni, come l’adrenalina, derivati del 
catecolo. 

Catena codificante: nella trascrizione del DNA, è la 
catena di DNA identica, in termini di sequenza di 
basi, all’RNA trascritto da essa; nell’RNA ha U al 
posto delle T nel DNA. È diversa dalla catena stampo 
(template). Chiamata anche catena non stampo 
(nontemplate). 

Catena (o filamento) lenta: la catena di DNA che 
durante la replicazione è sintetizzata in direzione 
opposta al movimento della forcella di replicazione. 

Catena (o filamento) veloce: catena di DNA che 
durante la replicazione viene sintetizzata nella stessa 
direzione del movimento della forcella di replicazione. 

Catena non stampo (nontemplate): vedi Catena 
codificante. 

Catena respiratoria: catena di trasferimento degli 
elettroni; una sequenza di proteine che trasportano 
gli elettroni da substrati ridotti all’ossigeno molecolare 
nelle cellule aerobiche. 

Catena stampo: catena di acido nucleico usata dalla 
polimerasi come stampo per la sintesi di una catena 
complementare. 

Catenano: molecola circolare polimerica con un legame 
topologico non covalente che ricorda un anello di una 
catena. 

cDNA: vedi DNA complementare. 

Cellula epiteliale: una cellula che forma una parte dello 
strato che ricopre un organismo o un organo. 

Cellule B: vedi Linfociti B. 

Cellule T: vedi Linfociti T. 

Cellule germinali: tipi di cellule animali che si 
formano precocemente nell’embriogenesi e possono 
moltiplicarsi per mitosi o possono produrre per 
meiosi cellule che si sviluppano in gameti (cellule 
spermatiche o uova). 

Cellule somatiche: tutte le cellule del corpo eccetto le 
cellule della linea germinale. 

Cellule staminali: le cellule che si dividono 
normalmente del midollo osseo e che danno origine 
alle cellule differenziate del sangue, come gli eritrociti 
e i linfociti. 

Centrifugazione differenziale: separazione degli 
organelli della cellula o di altre particelle di 
diverse dimensioni in base alla diversa velocità di 
sedimentazione in un campo centrifugo. 

Centro chirale: un atomo di carbonio con quattro 
sostituenti disposti in modo che la molecola non sia 
sovrapponibile alla sua immagine speculare. 

Centro di reazione fotochimica: parte del complesso 
fotosintetico dove l’energia di un fotone assorbito 
determina una separazione di cariche, iniziando il 
trasferimento degli elettroni. 

Centro ferro-zolfo: gruppo prostetico di alcune proteine 
redox coinvolto nel trasferimento di elettroni; gli ioni 
Fe°* o Fe?* si legano a solfuro inorganico e a catene 
laterali di Cys nelle proteine. 

Centromero: un sito specializzato all’interno del 
cromosoma che serve da punto di attacco dei fusi 
mitotici o meiotici. 

Cerebroside: uno sfingolipide contenente come testa 
polare un monosaccaride. 
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Cerniera (zipper) di leucina: motivo strutturale 
delle proteine coinvolto nelle interazioni tra 
proteina e proteina in molte proteine regolatrici 
di eucarioti; è costituita da due a eliche che 
interagiscono tra loro in cui i residui di Leu 
presenti in ogni settima posizione creano le 
superfici di legame. 

Chaperone: membro di diverse classi di proteine o 
complessi di proteine che catalizza l’appropriato 
ripiegamento delle proteine all’interno delle 
cellule. 

Chaperonina: membro di una delle due classi 
principali di chaperoni presenti praticamente in tutti 
gli organismi; un complesso di proteine che agisce 
nel ripiegamento delle proteine, come GroES/GroEL 
nei batteri o Hsp 60 negli eucarioti. 

Chemiotassi: la percezione e il movimento di una cellula 
per avvicinarsi o allontanarsi da un segnale chimico. 

Chemiotrofo: un organismo che ottiene energia dal 
metabolismo di composti organici derivati da altri 
organismi. 

Chetogenico: un composto che forma, come prodotto 
della sua demolizione, acetil-CoA, un precursore per la 
formazione dei corpi chetonici. 

Chetosi: condizione in cui la concentrazione di corpi 
chetonici nel sangue, nei tessuti e nelle urine è molto 
elevata. 

Chetosio: monosaccaride semplice in cui il gruppo 
carbonilico è un chetone. 

Chilomicrone: una lipoproteina plasmatica costituita 
da una goccia di triacilgliceroli stabilizzata da un 
rivestimento di proteine e di fosfolipidi; trasporta i 
lipidi dall’intestino ai tessuti. 

Chinasi: enzimi che catalizzano la fosforilazione di alcune 
molecole usando ATP. 

Chip di DNA: termine informale per definire un 
microarray, che si riferisce alla piccola dimensione di 
un tipico microarray. 

Ciclina: un componente della famiglia di proteine che 
attivano le proteina chinasi ciclina-dipendenti e 
regolano il ciclo cellulare. 

Ciclo degli acidi tricarbossilici: vedi Ciclo dell’acido 
citrico. 

Ciclo del gliossilato: variante del ciclo dell’acido citrico 
per la conversione dell’acetato in succinato e infine in 
nuovi carboidrati; presente nei batteri e nelle cellule di 
alcune piante. 

Ciclo dell’acido citrico: un sistema ciclico di reazioni 
enzimatiche per l’ossidazione delle unità acetiliche ad 
anidride carbonica, in cui si ha nella prima tappa la 
formazione di citrato; noto anche come ciclo di Krebs o 
ciclo degli acidi tricarbossilici. 

Ciclo dell’azoto: scambio ciclico di varie forme di 
azoto biologicamente disponibile attraverso i mondi 
vegetale, animale e microbico e attraverso l'atmosfera 
e la geosfera. 

Ciclo dell’urea: via metabolica ciclica nei vertebrati 
che produce urea dai gruppi amminici e dall’anidride 
carbonica; ha luogo nel fegato. 

Ciclo di Calvin: la via ciclica usata dalle piante per fissare 
l'anidride carbonica e produrre triosi fosfato. 

Ciclo di Krebs: vedi Ciclo dell’acido citrico. 
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Ciclo futile: un gruppo ciclico di reazioni catalizzate da 
enzimi che determina soltanto il rilascio di energia 
termica derivante dall’idrolisi di ATP. 

Cinetica: studio delle velocità delle reazioni. 

Cinetica di Michaelis-Menten: un'analisi cinetica in 
cui la velocità iniziale di una reazione catalizzata da 
un enzima presenta una dipendenza iperbolica dalla 
concentrazione del substrato. 

Cistrone: un’unità di DNA o di RNA corrispondente a un 
gene. 

Citochina: un componente della famiglia di piccole 
proteine secrete (come le interleuchine e gli 
interferoni) che attivano la divisione cellulare o il 
differenziamento legandosi a recettori sulla membrana 
plasmatica in cellule bersaglio. 

Citochinesi: la separazione finale delle cellule figlie dopo 
la mitosi. 

Citocromi: proteine eme che funzionano da trasportatori 
di elettroni nella respirazione, nella fotosintesi e in 
altre reazioni di ossidoriduzione. 

Citocromo P-450: una famiglia di proteine contenenti 
il gruppo eme, che hanno una caratteristica banda 
di assorbimento della luce a 450 nm e partecipano a 
processi di ossidrilazione biologici. 

Citoplasma: la porzione della cellula che sta tra il nucleo 
e la membrana plasmatica; comprende gli organelli, 
come i mitocondri. 

Citoscheletro: la connessione filamentosa che fornisce 
struttura e organizzazione al citoplasma; include 
filamenti di actina, microtubuli e filamenti intermedi. 

Citosol: la fase acquosa continua del citoplasma, 
compresi tutti i soluti; sono esclusi gli organelli, come i 
mitocondri. 

Clonaggio: la produzione di un grande numero di 
molecole di DNA, cellule, oppure organismi identici da 
una singola unità iniziale. 

Clonaggio del DNA: vedi Clonaggio. 

Cloni: i discendenti di una singola cellula. 

Clorofille: una famiglia di pigmenti verdi che funzionano 
da recettori per la luce nella fotosintesi; complessi 
magnesio-porfirina. 

Cloroplasti: organelli fotosintetici contenenti clorofilla 
presenti in alcune cellule eucariotiche. 

Cobalammina: vedi Coenzima Bi». 

Coda di poli(A): una coda di residui di adenosina 
aggiunti all'estremità 3' di molti mRNA nelle cellule 
eucariotiche (e in alcuni batteri). 

Codice degenerato: un codice in cui un singolo 
elemento di un linguaggio è specificato da più di un 
elemento di un secondo linguaggio. 

Codice genetico: l'insieme delle triplette nel DNA o 
nell’'mRNA che codificano gli amminoacidi delle 
proteine. 

Codone: una sequenza di tre nucleotidi adiacenti 
in un acido nucleico che codifica uno specifico 
amminoacido. 

Codone di inizio: AUG (qualche volta 
GUG, o più raramente UUG nei batteri); 
codifica il primo amminoacido di un 
polipeptide: N-formilmetionina nei batteri e 
metionina negli archea e negli eucarioti. 

Codone di stop: vedi Codone di terminazione. 
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Codone di terminazione: UAA, UAG e UGA; segnali 
per la terminazione di una catena polipeptidica nella 
sintesi proteica. Detto anche codone di stop. 

Codone nonsenso: un codone che non specifica un 
amminoacido, ma segnala la terminazione della catena 
polipeptidica. 

Coefficiente di Hill: una misura dell'interazione 
cooperativa fra subunità proteiche. 

Coefficiente di partizione: costante che esprime 
il rapporto con cui un dato soluto si distribuisce 
all'equilibrio tra due liquidi immiscibili. 

Coefficiente di sedimentazione: costante fisica che 
specifica la velocità di sedimentazione di una particella 
in un campo centrifugo in specifiche condizioni. 

Coenzima: un cofattore organico necessario per l’azione 
di certi enzimi; spesso contiene o è il derivato di una 
vitamina. 

Coenzima A: un coenzima contenente pantotenato che 
serve da trasportatore degli acili in alcune reazioni 
enzimatiche. 

Coenzima Bz: un cofattore enzimatico derivato dalla 
vitamina cobalammina, coinvolto in alcune reazioni di 
riarrangiamento dello scheletro carbonioso. 

Cofattore: uno ione inorganico oppure un coenzima 
necessario per l’attività enzimatica. 

Cointegrato: un intermedio nella migrazione di alcuni 
trasposoni di DNA in cui il DNA donatore e il DNA 
bersaglio sono legati covalentemente. 

Coltura di tessuto: metodo con cui cellule che derivano 
da un organismo multicellulare sono cresciute in un 
mezzo liquido. 

Complementare: composto con una disposizione di 
gruppi chimici capaci di interagire specificamente con 
i gruppi chimici di un’altra molecola. 

Complesso (apparato) di Golgi: complesso organello 
membranoso delle cellule eucariotiche; è attivo nelle 
modificazioni post-traduzionali delle proteine e nella 
loro secrezione dalla cellula o nell’incorporazione nella 
membrana plasmatica o di altri organelli. 

Complesso della nitrogenasi: sistema enzimatico 
capace di ridurre l’azoto atmosferico ad ammoniaca in 
presenza di ATP 

Complesso di inizio: complesso contenente un 
ribosoma, un mRNA e il Met-tRNAM® o il fMet- 
tRNAM® di inizio, pronto per le tappe di allungamento. 

Composto chirale: un composto che contiene un centro 
asimmetrico (un atomo o centro chirale) e quindi può 
trovarsi in due forme corrispondenti alle immagini 
speculari non sovrapponibili (enantiomeri). 

Condensazione: un tipo di reazione in cui due composti 
sono uniti con la contemporanea eliminazione di una 
molecola di acqua. 

Condroitin solfato: un membro della famiglia dei 
glicosamminoglicani solforilati, uno dei principali 
componenti della matrice extracellulare. 

Configurazione: la disposizione spaziale degli atomi 
di una molecola organica dovuta alla presenza di 
(1) doppi legami attorno ai quali non vi è libertà 
di ruotare, (2) centri chirali, con una distribuzione 
specifica dei sostituenti. Gli isomeri conformazionali 
non possono convertirsi l’uno nell’altro senza la rottura 
di uno o più legami covalenti. 
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Configurazione assoluta: la configurazione dei 
quattro differenti gruppi sostituenti intorno a un 
atomo di carbonio asimmetrico, in relazione alla D- 0 
L-gliceraldeide. 

Conformazione: la disposizione nello spazio dei gruppi 
sostituenti che possono assumere posizioni diverse 
senza la rottura di legami covalenti, poiché sono liberi 
di ruotare. 

Conformazione f}: l’organizzazione estesa e a zig-zag 
di una catena polipeptidica; una comune struttura 
secondaria delle proteine. 

Conformazione nativa: la conformazione 
biologicamente attiva di una macromolecola. 

Coniugato: il termine identifica molecole che 
interagiscono tra loro, per esempio, l'enzima e il suo 
substrato oppure un recettore e il suo ligando. 

Contig: una serie di cloni sovrapposti o una sequenza 
continua che definisce una sezione ininterrotta di un 
cromosoma. 

Controllo combinatorio: uso di combinazioni facenti 
parte di un repertorio limitato di proteine regolatrici 
per la regolazione specifica di molti geni. 

Controllo dell’accettore: regolazione della velocità della 
respirazione in base alla disponibilità di ADP nella 
qualità di accettore di gruppi fosforici. 

Controllo metabolico: meccanismo mediante il quale il 
flusso attraverso una via metabolica viene modificato 
in risposta a condizioni alterate della cellula. 

Controllo traduzionale: regolazione della sintesi di una 
proteina mediante la regolazione della sua velocità di 
traduzione sui ribosomi. 

Controllo trascrizionale: regolazione della sintesi di una 
proteina mediante la regolazione della produzione del 
suo mRNA. 

Cooperatività: la proprietà di un enzima o di un’altra 
proteina attraverso cui il legame di una prima molecola 
di ligando modifica l'affinità per il legame di una 
seconda molecola di ligando. Nella cooperatività 
positiva, l'affinità della seconda molecola di ligando 
aumenta, mentre nella cooperatività negativa 
diminuisce. 

Cooperatività negativa: fenomeno che riguarda 
alcuni enzimi o proteine con molte subunità in 
cui il legame di un ligando o di un substrato a una 
subunità diminuisce la capacità di legame delle altre 
subunità. 

Cooperatività positiva: fenomeno che riguarda alcuni 
enzimi o proteine con molte subunità in cui il legame 
di un ligando o di un substrato a una subunità facilita 
il legame alle altre subunità. 

Coppia coniugata acido-base: un donatore di protoni 
e la corrispondente specie deprotonata; per esempio, 
l’acido acetico (donatore) e l’acetato (accettore). 

Coppia di basi: due nucleotidi appartenenti a due catene 
di acidi nucleici che si appaiano formando legami 
idrogeno tra le loro basi; per esempio, A con T o con U, 
e G con C. 

Coppia redox: un donatore di elettroni e la sua 
corrispondente forma ossidata; per esempio NADH e 
NAD'. 

Coppia redox coniugata: un donatore di elettroni e la 
sua forma corrispondente di accettore di elettroni; per 


© 978-88-08-26148-9 


esempio Cu' (donatore) e Cu?* (accettore) o NADH 
(donatore) e NAD' (accettore). 

Corpi chetonici: acetoacetato, p-B-idrossibutirrato e 
acetone; molecole solubili in acqua normalmente 
esportate dal fegato, ma prodotte in grandi quantità 
durante il digiuno o nel diabete mellito non trattato. 

Corte ripetizioni in tandem (STR): brevi (di norma 
3-6 bp) sequenze di DNA ripetute molte volte l’una di 
seguito all’altra a livello di una particolare regione di 
un cromosoma. 

Costante di dissociazione: la costante di equilibrio 
(Ka) perla reazione di dissociazione del complesso 
formato da due o più biomolecole nei costituenti liberi; 
per esempio, la dissociazione di un substrato dal suo 
enzima. 

Costante di dissociazione di un acido: la costante di 
dissociazione di un acido (K,) descrive la sua reazione 
di dissociazione nella sua base coniugata e in uno (0 
più) protoni. 

Costante di equilibrio (K.j): costante tipica di 
ogni reazione chimica che pone in relazione 
le concentrazioni di tutti i reagenti e prodotti 
all'equilibrio, a una data temperatura e pressione. 

Costante di Michaelis (K,): la concentrazione di 
substrato a cui una reazione catalizzata da un enzima 
procede a metà della sua velocità massima. 

Costante di velocità: costante di proporzionalità che 
correla la velocità di una reazione chimica con la 
concentrazione dei reagenti. 

Cotrasporto: il trasporto simultaneo di due sostanze 
attraverso una membrana, operato da un singolo 
trasportatore. Vedi anche Antiporto e Simporto. 

Creste: ripiegamenti della membrana interna dei 
mitocondri. 

Cristallografia ai raggi X: analisi della diffrazione dei 
raggi X da parte di un composto cristallino, usata 
per determinare la struttura tridimensionale di una 
molecola. 

Cromatina: un complesso filamentoso di DNA, istoni 
e altre proteine, che costituisce i cromosomi degli 
eucarioti. 

Cromatoforo: un composto o una porzione (naturale 
o di sintesi) che assorbe la luce visibile o quella 
ultravioletta (UV). 

Cromatografia: un processo in cui sono separate nei 
vari componenti miscele complesse di molecole, 
mediante la continua ripartizione di queste tra una 
fase mobile e una fase stazionaria. 

Cromatografia a scambio ionico: un processo 
utilizzato per separare miscele complesse di 
composti ionici per mezzo di molte ripartizioni 
ripetute tra una fase libera (mobile) e una fase 
stazionaria costituita da una resina polimerica che 
contiene gruppi carichi immobilizzati. 

Cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC): 
procedimento cromatografico, spesso condotto ad 
alta pressione, con uno strumento automatizzato che 
permette un'elevata efficienza e riproducibilità. 

Cromatografia per esclusione molecolare: 
procedimento per la separazione di miscele di 
molecole sulla base delle dimensioni, mediante il 
passaggio attraverso un polimero poroso che esclude le 
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molecole che hanno dimensioni oltre un certo valore. 
Detta anche gel-filtrazione. 

Cromosoma: una singola molecola di DNA molto lunga, 
associata a proteine, contenente molti geni; conserva e 
trasmette l'informazione genetica. 

CRP: vedi Proteina recettore del CAMP. 

Cruciforme: una struttura secondaria del DNA 
o dell'RNA a doppia elica in cui la doppia elica 
è denaturata a livello di sequenze ripetute 
palindromiche presenti in ogni catena; appaiamenti 
all’interno di ogni catena formano strutture a forcina 
opposte; vedi anche Forcina. 

Curva di titolazione: grafico del pH in funzione della 
quantità di base aggiunta a una soluzione di acido. 


(0) 

Dalton: unità di peso molecolare o atomico; equivale al 
peso di un singolo atomo di idrogeno (1,66 X 10724 g). 

Deamminazione: rimozione enzimatica del gruppo 
amminico da biomolecole come gli amminoacidi o i 
nucleotidi. 

Deidrogenasi: enzimi che catalizzano la rimozione di 
una coppia di atomi di idrogeno dai loro substrati. 

Deidrogenasi flavina dipendenti: deidrogenasi che 
richiedono un coenzima riboflavinico, FAD o FMN. 

AG: vedi Variazione di energia libera. 

AG*: vedi Energia di attivazione. 

AG”°: vedi Variazione di energia libera standard. 

Denaturazione: disavvolgimento totale o parziale della 
conformazione nativa di una catena polipeptidica, di 
una proteina o di un acido nucleico. 

Densità superelicoidale: il numero di 
superavvolgimenti in una molecola elicoidale come 
il DNA, in relazione al numero di avvolgimenti (giri) 
della molecola rilassata. 

Deossiribonucleotidi: nucleotidi contenenti come 
pentosio il 2-deossi-p-ribosio. 

Desaturasi: enzimi che catalizzano l'introduzione di 
doppi legami nella porzione idrocarburica degli acidi 
grassi. 

Desensibilizzazione: processo generale mediante il 
quale i meccanismi sensoriali cessano di rispondere 
dopo una esposizione prolungata a uno stimolo che 
percepiscono. 

Desolvatazione: il rilascio delle molecole di acqua legate 
a una molecola di soluto in una soluzione acquosa. 

Diabete mellito: una malattia metabolica che deriva 
da una deficienza di insulina; caratterizzata 
dall’impossibilità del glucosio trasportato dal sangue di 
entrare nelle cellule. 

Dialisi: allontanamento di piccole molecole da una 
soluzione mediante diffusione attraverso una 
membrana semipermeabile in una soluzione tampone. 

Differenziamento: specializzazione delle strutture e 
delle funzioni delle cellule durante la crescita e lo 
sviluppo embrionale. 

Differenziamento cellulare: il processo in cui una 
cellula progenitrice diventa specializzata per svolgere 
una particolare funzione acquistando un nuovo 
corredo di proteine e RNA. 

Diffusione: il movimento di molecole nella direzione che 
porta a concentrazioni più basse. 
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Diffusione facilitata: vedi Trasporto passivo. 

Diffusione semplice: il movimento di un soluto 
attraverso una membrana verso una regione a bassa 
concentrazione, senza l’intervento di un trasportatore. 

Digestione: l’idrolisi enzimatica dei principali nutrienti 
nel sistema gastrointestinale per formare componenti 
semplici. 

Dimero di pirimidina: dimero covalente di due 
residui di pirimidina adiacenti in un DNA, prodotto 
dall’assorbimento di luce UV; di solito deriva da due 
timine adiacenti (un dimero di timina). 

Dimero di timina: vedi Dimero di pirimidina. 

Diploide: che ha due set di informazione genetica; una 
cellula che ha due cromosomi per ogni tipo. Confronta 
anche Aploide. 

Disaccaride: un carboidrato costituito da due unità 
monosaccaridiche unite covalentemente. 

DNA (acido deossiribonucleico): un polinucleotide che 
ha una specifica sequenza di deossiribonucleotidi uniti 
da ponti fosfodiestere-3', 5'; contiene l'informazione 
genetica. 

DNA a sequenza semplice: vedi DNA satellite. 

DNA chimerico: un DNA contenente l'informazione 

genetica derivante da due specie diverse. 

DNA complementare (cDNA): un DNA usato per 

clonare il DNA, costruito di solito con la trascrittasi 

inversa; complementare a un dato mRNA. 

DNA ligasi: un enzima che crea un legame fosfodiestere 

tra l'estremità 3’ di un segmento di DNA e l’estremità 

5’ di un altro. 

DNA microarray: una raccolta di sequenze di DNA 

immobilizzate su una superficie solida, con sequenze 

specifiche che vengono identificate per ibridazione. 

DNA polimerasi: enzima che catalizza la sintesi basata 

su uno stampo di DNA a partire dai suoi precursori di 

deossiribonucleosidi 5’ trifosfato. 

DNA ricombinante: DNA formato dall’unione di due 

geni in nuove combinazioni. 

DNA rilassato: qualsiasi DNA quando si trova nella sua 

forma più stabile senza stiramenti strutturali; la forma 

B nella maggior parte delle condizioni cellulari. 

DNA satellite: segmenti di DNA altamente ripetuti e non 
trascritti nei cromosomi degli eucarioti; molto spesso 
associati alla regione centromerica. La sua funzione 
non è chiara. Chiamato anche DNA a sequenza 
semplice. 

DNA superavvolto: DNA che si avvolge su se stesso, in 
quanto è più o meno avvolto (e quindi stirato) rispetto 
alla forma B. 

Dogma centrale: il principio organizzativo della biologia 
molecolare: l'informazione genetica fluisce dal DNA 
all’RNA e alle proteine. 

Dominio: unità strutturale distinta di un polipeptide; i 
domini possono avere funzioni diverse e si possono 
avvolgere come unità separate e indipendenti. 

Dominio SH2: dominio proteico che lega saldamente 
residui di fosfotirosina in alcune proteine, come i 
recettori tirosina chinasi, dando inizio alla formazione 
di complessi multiproteici che agiscono nelle vie di 
trasduzione del segnale. 

Donatore di elettroni: sostanza che dona elettroni in 
una reazione di ossidoriduzione. 


David L. Nelson, Michael M. Cox, / principi della biochimica di Lehninger © 2014 Zanichelli editore 


7 


8 Glossario 


Donatore di protoni: sostanza che dona protoni in una 
reazione acido-base; è un acido. 

Doppia elica: la conformazione naturale avvolta delle 
due catene complementari e antiparallele del DNA. 

Doppio strato: un doppio strato costituito da molecole 
lipidiche anfipatiche che forma la struttura di base 
delle membrane biologiche. Le code idrocarburiche 
sono all’interno generando una fase continua non 
polare. 

Dosaggio radioimmunologico (RIA): metodo 
quantitativo e molto sensibile per determinare 
biomolecole presenti in tracce in campioni biologici, 
basato sulla capacità di rimuovere una forma 
radioattiva della molecola dalla sua associazione a un 
anticorpo specifico. 


(E) 


E'°: vedi Potenziale di riduzione standard. 

ECM: vedi Matrice extracellulare. 

Editing dell’RNA: modificazione post-trascrizionale di 
un mRNA che altera il significato di uno o più codoni 
durante la traduzione. 

Effetto ipercromico: grande aumento 
nell’assorbimento della luce a 260 nm che avviene 
quando un DNA a doppia elica tende a denaturarsi 
(srotolarsi). 

Elemento di risposta: una regione del DNA vicina 
a (a monte di) un gene a cui si legano specifiche 
proteine che influenzano la velocità di trascrizione 
del gene. 

Elemento di risposta dell’ormone (HRE): una breve 
sequenza di DNA (da 12 a 20 coppie di basi) a cui si 
legano i recettori degli ormoni steroidei, tiroidei o la 
vitamina D, alterando l’espressione dei geni contigui. 
Per ogni ormone vi è una sequenza preferita dal 
recettore affine. 

Elemento in tracce: elemento chimico richiesto da un 
organismo soltanto in quantità minime. 

Elettrofilo: gruppo carente di elettroni con una forte 
tendenza ad accettare elettroni da un gruppo ricco 
di elettroni (nucleofilo). 

Elettroforesi: il movimento di soluti carichi in un campo 
elettrico; spesso usata per separare miscele di ioni, di 
proteine o di acidi nucleici. 

Elettrogenico: che contribuisce alla formazione di un 
potenziale elettrico attraverso una membrana. 

a Elica: una conformazione elicoidale di un polipeptide, 
di solito destrorsa, con il numero maggiore di legami 
idrogeno intracatena; una della strutture secondarie 
più comuni delle proteine. 

Elicasi: enzima che catalizza la separazione delle catene 
di una molecola di DNA prima della replicazione. 

Eluato: l’effluente da una colonna cromatografica. 

Eme: gruppo prostetico ferro-porfirinico delle proteine 
eme. 

Emivita: il tempo necessario per la scomparsa o il 
decadimento di metà di un dato composto in un 
sistema. 

Emoglobina: proteina eme degli eritrociti; la sua 
funzione è il trasporto dell’ossigeno. 


Enantiomeri: stereoisomeri che sono immagini speculari 


non sovrapponibili l'una dell’altra. 
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Endocitosi: assunzione di materiale extracellulare per 
inclusione in una vescicola (endosoma) formata per 
invaginazione della membrana plasmatica. 

Endocrino: termine riferito a secrezioni cellulari che si 
riversano nel torrente circolatorio e che esercitano 
i loro effetti su tessuti distanti da dove sono state 
prodotte. 

Endonucleasi: enzimi che idrolizzano i ponti 
fosfodiestere interni di un acido nucleico cioè agiscono 
in punti diversi dai legami terminali. 

Endonucleasi di restrizione: 
endodeossiribonucleasi sito-specifiche che 
rompono entrambe le catene del DNA a livello 
di sequenze riconosciute dall’enzima; importanti 
strumenti dell'ingegneria genetica. 

Energia di attivazione (AG*): la quantità di energia (in 
joule) necessaria per convertire tutte le molecole in 
una mole di reagente dallo stato basale allo stato di 
transizione. 

Energia di legame: l'energia derivata dalle interazioni 
non covalenti tra l'enzima e il substrato, oppure tra il 
recettore e il suo ligando. 

Energia di un legame: l’energia necessaria alla rottura di 
un legame. 

Energia libera (AG): la parte dell’energia totale di un 
sistema che può produrre un lavoro a temperatura e 
pressione costanti. 

Energia libera di attivazione (AG*): vedi Energia di 
attivazione. 

Enhancer: sequenze di DNA che facilitano l’espressione 
di un dato gene; può essere localizzato da poche 
centinaia fino a migliaia di coppie di basi lontano dal 
gene espresso. 

Entalpia (H): contenuto in calore di un sistema. 

Entropia ($S): la quantità di casualità o di disordine di un 
sistema. 

Enzima: biomolecola, proteina o RNA, che catalizza una 
specifica reazione chimica. Non modifica l’equilibrio 
della reazione catalizzata; aumenta la velocità della 
reazione, generando una nuova via con un'energia di 
attivazione più bassa. 

Enzima allosterico: un enzima regolatore la cui attività 
catalitica è modulata dal legame non covalente di 
specifici metaboliti in siti diversi dal sito attivo. 

Enzima eterotropico: enzima allosterico che richiede un 
modulatore diverso dal suo substrato. 

Enzima omotropico: enzima allosterico che usa il suo 
substrato come modulatore. 

Enzima regolatore: enzima che ha funzioni regolatorie 
in base alla sua capacità di subire alterazioni della 
sua attività catalitica a opera di agenti allosterici o 
modificazioni covalenti. 

Enzima reprimibile: nei batteri, un enzima la cui 
sintesi è inibita quando il prodotto della sua reazione 
è prontamente disponibile nella cellula. 

Enzimi costitutivi: enzimi richiesti in ogni momento da 
una cellula e presenti a un livello costante, per esempio 
molti enzimi delle vie metaboliche centrali. Talvolta 
chiamati enzimi housekeeping. 

Enzimi moonlighting: enzimi che hanno due funzioni 
distinte, in cui almeno una è catalitica; l’altra può avere 
ruoli catalitici, regolatori o strutturali. 
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Eparan solfato: un polimero solforilato costituito da 
un'alternanza di N-acetilglucosammina e un acido 
uronico, che può essere acido glucuronico o iduronico; 
tipico componente della matrice extracellulare. 

Epatocita: il principale tipo di cellula del tessuto epatico. 

Epigenetica: descrive qualsiasi caratteristica ereditabile 
di un organismo vivente che può essere acquisita 
senza il coinvolgimento della sequenza nucleotidica 
dei cromosomi parentali; per esempio le modificazioni 
covalenti negli istoni. 

Epimerasi: enzimi che catalizzano l’interconversione 
reversibile tra due epimeri. 

Epimeri: due stereoisomeri che differiscono per la 
configurazione intorno a un singolo atomo di carbonio 
asimmetrico (centro chirale), in un composto con due 
o più centri chirali. 

Epitopo: determinante antigenico; gruppo o gruppi 
chimici in una macromolecola (antigene) a cui si lega 
un anticorpo. 

Etichetta: segmento addizionale di una proteina inserito 
mediante la modificazione del gene che codifica la 
proteina di interesse, che serve di solito per la sua 
purificazione. 

Equazione di Henderson-Hasselbalch: equazione che 
correla pH, pK, e il rapporto delle concentrazioni della 
specie accettore di protoni (A) e della specie donatore 
di protoni (HA) in una soluzione. 


\A_] 

[HA] 

Equazione di Lineweaver-Burk: trasformazione 
algebrica dell’equazione di Michaelis-Menten, 


che consente la determinazione di Va e di Kyy 
estrapolando [S] all’infinito. 


1 Km 1 
Vo Vmax [S] Vimax 


Equazione di Michaelis-Menten: equazione che 
descrive la dipendenza iperbolica della velocità iniziale 
di una reazione, Vo, dalla concentrazione del substrato, 
[S], in molte reazioni catalizzate da enzimi: 


pen Vmax [S] 
Kat IS 


Equilibrio: la stato di un sistema in cui non si hanno più 
modificazioni nette; l'energia libera è al minimo. 

Equivalente riducente: un elettrone o l'equivalente di 
un elettrone sotto forma di un atomo di idrogeno o di 
uno ione idruro. 

Eritrocita: cellula del sangue che contiene grandi 
quantità di emoglobina ed è specializzata per il 
trasporto dell'ossigeno; un globulo rosso. 

Errore di appaiamento (mismatch): appaiamento di 
basi in un acido nucleico che non può formare una 
normale coppia di basi tipo Watson e Crick. 

Esocitosi: fusione di vescicole intracellulari con la 
membrana plasmatica, che produce il rilascio 
del contenuto della vescicola nello spazio 
extracellulare. 

Esone: segmento di un gene eucariotico che codifica una 
porzione del prodotto finale del gene; segmento di 
RNA che resta dopo il processo post-trascrizionale e 


pH = pK, + log 


Vo 
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che viene trascritto in una proteina o incorporato in un 
RNA. Vedi anche Introne. 

Esonucleasi: enzima che idrolizza soltanto i ponti 
fosfodiestere che si trovano alle estremità di un acido 
nucleico. 

Esosio: zucchero semplice con uno scheletro contenente 
sei atomi di carbonio. 

Espressione genica: trascrizione e, nel caso delle 
proteine, traduzione per generare il prodotto di un 
gene; un gene è espresso quando il suo prodotto è 
presente e attivo. 

Estremità 3': estremità di una molecola di acido nucleico 
priva di un nucleotide legato alla posizione 3’ del suo 
residuo terminale. 

Estremità 5': estremità di una molecola di acido nucleico 
priva di un nucleotide legato alla posizione 5’ del 
residuo terminale. 

Estremità coesive: due estremità del DNA nella stessa 
molecola o in molecole diverse con brevi segmenti 
a catena singola complementari l’uno all’altro, cosa 
che facilita la loro unione; dette anche estremità 
appiccicose. 

Estremità riducente: estremità di un polisaccaride che 
ha uno zucchero terminale con un carbonio anomerico 
libero; lo zucchero terminale si comporta come uno 
zucchero riducente. 

Eteropolisaccaride: polisaccaride contenente più di un 
tipo di zucchero. 

Eterotrofo: organismo che richiede molecole complesse 
di nutrienti, come il glucosio, quali fonti di energia e di 
atomi di carbonio. 

Eterotropico: detto di un modulatore allosterico diverso 
dal ligando normale. 

Eucariote: organismo unicellulare o pluricellulare con 
cellule che hanno nuclei circondati da una membrana, 
più cromosomi e organelli interni. 

Eucromatina: le regioni dei cromosomi in interfase 
che si colorano diffusamente, al contrario 
dell’eterocromatina più condensata che si colora più 
intensamente. Queste sono spesso le regioni in cui i 
geni sono espressi più attivamente. 

Extraepatico: termine utilizzato per riferirsi a tuttii 
tessuti all’esterno del fegato; sottolinea la centralità del 
fegato nel metabolismo. 


(F) 

FAD (flavin adenin dinucleotide): il coenzima di alcuni 
enzimi che catalizzano reazioni di ossidoriduzione; 
contiene riboflavina. 

Fago: vedi Batteriofago. 

Farmaci sulfonilureici: un gruppo di medicamenti orali 
utilizzati nel trattamento del diabete di tipo 2 che 
agiscono chiudendo i canali del K* nelle cellule B del 
pancreas, stimolando la secrezione di insulina. 

Fattore di trascrizione: negli eucarioti, una proteina 
che modifica la regolazione e la trascrizione di un gene 
legandosi alle sequenze regolatrici vicine o all’interno 
del gene e interagisce con l’RNA polimerasi e/o con 
altri fattori di trascrizione. 

Fattori di allungamento: (1) proteine che hanno un 
ruolo nella fase di allungamento della trascrizione 
negli eucarioti; (2) proteine specifiche necessarie 
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all’allungamento delle catene polipeptidiche sui 
ribosomi. 

Fattori di crescita: proteine o altre molecole che 
agiscono dall’esterno della cellula stimolando la 
crescita e la divisione cellulare. 

Fattori di scambio dei nucleotidi guaninici (GEF): 
proteine regolatrici che si legano alle proteine G 
attivandole, stimolando lo scambio tra il GDP legato e 
il GTP 

Fattori di terminazione: fattori proteici del citosol 
necessari per il rilascio di una catena polipeptidica 
completa da un ribosoma; detti anche fattori di 
rilascio. 

Fattori per la secrezione (per il rilascio): ormoni 
ipotalamici che stimolano la secrezione (rilascio) di 
altri ormoni nell’ipofisi. 

Feedback negativo (retroazione): regolazione di una 
via biochimica da parte del suo prodotto che inibisce 
una delle prime tappe. 

Fenotipo: le caratteristiche osservabili di un organismo. 

Fermentazione: demolizione anaerobica con produzione 
di energia di una sostanza nutritiva, come il glucosio, 
senza una ossidazione netta; produce lattato, etanolo 
oppure qualche altro prodotto semplice. 

Fermentazione alcolica: vedi Fermentazione etanolica. 

Fermentazione etanolica: la conversione anaerobica del 
glucosio in etanolo, attraverso la glicolisi. Vedi anche 
Fermentazione. 

Fibrina: un fattore proteico che forma fibre unite da 
legami trasversali nei coaguli sanguigni. 

Fibroblasto: una cellula del tessuto connettivo che 
secerne proteine del tessuto connettivo come il 
collageno. 

Fissazione dell’azoto: conversione dell'azoto 
atmosferico (N2) in una forma ridotta disponibile per 
i processi biologici, prodotta dai microrganismi che 
fissano l'azoto. 

Flagello: un'appendice della cellula usata per la 
propulsione. I flagelli dei batteri hanno una struttura 
più semplice di quella dei flagelli degli eucarioti, che 
sono simili alle ciglia. 

Flavoproteina: enzima contenente un coenzima flavinico 
come gruppo prostetico saldamente legato. 

Flippasi: proteine di membrana della famiglia dei 
trasportatori ABC che catalizzano il movimento 
dei fosfolipidi dal foglietto extracellulare a quello 
citosolico del doppio strato della membrana. 

Floppasi: proteine di membrana della famiglia dei 
trasportatori ABC che catalizzano il movimento 
dei fosfolipidi dal foglietto citosolico a quello 
extracellulare del doppio strato lipidico di una 
membrana. 

Fluorescence recovery after photobleaching: vedi FRAP. 

Fluorescence resonance energy transfer: vedi FRET. 

Fluorescenza: emissione di luce da parte di una 
biomolecola eccitata quando ritorna allo stato basale. 

Flusso ciclico degli elettroni: nei cloroplasti, il flusso 
degli elettroni, indotto dalla luce, che hanno origine 
dal e ritornano al fotosistema I. 

Flusso non ciclico degli elettroni: flusso di elettroni, 
indotto dalla luce, dall'acqua al NADP* nella fotosintesi 
che produce ossigeno; interessa i fotosistemi I e II. 


© 978-88-08-26148-9 


FMN (flavin mononucleotide): riboflavina fosfato, 
un coenzima di alcuni enzimi che catalizzano alcune 
reazioni di ossidoriduzione. 

Focalizzazione isoelettrica: metodo elettroforetico per 
la separazione delle macromolecole sulla base del loro 
pH isoelettrico. 

Foglietto ripiegato: disposizione di catene 
polipeptidiche, l’una a fianco dell’altra, unite da legami 
idrogeno, nella conformazione p estesa. 

Fold: vedi Motivo. 

Footprinting: una tecnica per l’identificazione delle 
sequenze di acidi nucleici legate a proteine che legano 
il DNA o PRNA. 

Forcella di replicazione: struttura a forma di Y presente 
nei punti dove inizia la sintesi di DNA. 

Forcina: la struttura secondaria nel singolo filamento 
di RNA o DNA, nella quale le parti complementari di 
una ripetizione palindromica si ripiegano all’indietro 
e si accoppiano per formare una doppia elica 
antiparallela che viene chiusa a una estremità. 

Forma replicativa: qualsiasi forma strutturale 

Formule proiettive di Fischer: un metodo 
per rappresentare le molecole che mostra la 
configurazione dei gruppi sostituenti intorno a un 
centro chirale; note anche come formule di proiezione. 

Formule prospettiche di Haworth: metodo per 
rappresentare le strutture chimiche cicliche in 
modo da definire la configurazione di ogni gruppo 
sostituente; il metodo è usato per rappresentare gli 
zuccheri. 

Forza motrice protonica: il potenziale elettrochimico 
relativo al gradiente transmembrana di concentrazione 
di ioni H'; usato nella fosforilazione ossidativa per 
favorire la sintesi di ATP. 

Fosfatasi: enzimi che idrolizzano un estere o un’anidride 
fosforica, rilasciando fosfato inorganico, P;. 

Fosfolipide: lipide che contiene uno o più gruppi 
fosforici. 

Fosforilasi: enzimi che catalizzano la fosforolisi. 

Fosforilazione: introduzione di un gruppo fosforico in 
un composto, in genere mediante un trasferimento 
enzimatico di un gruppo fosforico dell’ATP. 

Fosforilazione a livello del substrato: fosforilazione di 
ADP o qualche altro nucleoside 5'-difosfato accoppiata 
alla deidrogenazione di una sostanza organica, 
indipendente dalla fosforilazione ossidativa. 

Fosforilazione dipendente dalla respirazione: 
formazione di ATP da ADP e P; favorita dal flusso di 
elettroni attraverso una serie di trasportatori associati 
alla membrana, con un gradiente protonico quale forza 
energetica che traina la catalisi rotazionale dell'ATP 
sintasi. 

Fosforilazione fotosintetica: vedi Fotofosforilazione. 

Fosforilazione ossidativa: fosforilazione enzimatica 
dell’ADP ad ATP accoppiata al trasporto degli elettroni 
da un substrato a una molecola di ossigeno. 

Fosforolisi: scissione di un composto con l’ausilio di un 
gruppo fosforico come gruppo di attacco; processo 
analogo all’idrolisi. 

Fotofosforilazione: formazione enzimatica di ATP da 
ADP accoppiata al trasferimento di elettroni indotto 
dalla luce nelle cellule fotosintetiche. 
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Fotofosforilazione ciclica: la sintesi di ATP guidata dal 
flusso ciclico degli elettroni attraverso il fotosistema I. 

Fotone: un’unità (0 quanto) di energia di luce. 

Fotorespirazione: consumo di ossigeno che avviene nelle 
piante esposte alla luce delle zone temperate, dovuto 
all’ossidazione del fosfoglicolato. 

Fotoriduzione: riduzione indotta dalla luce di un 
accettore di elettroni nelle cellule fotosintetiche. 

Fotosintesi: uso dell’energia della luce per produrre 
carboidrati dall’anidride carbonica e da agenti 
riducenti come l’acqua. Confronta anche Fotosintesi 
ossigenica. 

Fotosintesi ossigenica: sintesi dell’ATP e del NADPH, 
alimentata dalla luce, che avviene negli organismi che 
utilizzano l’acqua come fonte di elettroni producendo 
O. 

Fotosistema: nelle cellule fotosintetiche, l'insieme 
di pigmenti capaci di assorbire la luce e del centro 
di reazione, in cui l’energia assorbita da un fotone 
viene trasdotta in una separazione di cariche 
elettriche. 

Fototrofo: organismo che può usare l’energia della 
luce per sintetizzare le molecole di combustibile 
da sostanze semplici come l'anidride carbonica, 
l'ossigeno e l’acqua; diverso da chemiotrofo. 

Frammento di restrizione: segmento di DNA a doppia 
catena prodotto dall’azione di una endonucleasi di 
restrizione su molecole di DNA più grandi. 

FRAP (fluorescence recovery after photobleaching): 
una tecnica utilizzata per quantificare la diffusione dei 
componenti di membrana (lipidi o proteine) nel piano 
del doppio strato. 

Frazionamento: il processo di separazione delle proteine 
o altri componenti di una miscela complessa basato 
sulla differenza nelle proprietà fisiche dei vari 
componenti, come dimensioni, carica netta, funzione 
o solubilità. 

Frazione: una porzione di un campione biologico che è 
stato utilizzato per la separazione di macromolecole 
con tecniche che sfruttano differenze nelle loro 
proprietà, quali solubilità, carica netta, massa 0 
funzione. 

FRET (fluorescence resonance energy transfer): una 
tecnica utilizzata per misurare la distanza tra due 
proteine o due domini di una proteina misurando il 
trasferimento di energia non radiante tra i cromofori 
quando uno viene eccitato e la fluorescenza viene 
emessa dall’altro cromoforo. 

Fusione genica: unione, mediata da un enzima, di un 
gene (o di una parte di un gene) a un altro gene. 


(G) 

G;: vedi Proteina G inibitoria. 

G;: vedi Proteina G stimolatoria 

Gameti: cellule riproduttive con un contenuto genico 
aploide; cellule spermatiche oppure uova. 

Gangliosidi: sfingolipidi contenenti oligosaccaridi 
complessi come i gruppi a testa polare; comuni nel 
tessuto nervoso. 

GEF: vedi Fattori di scambio dei nucleotidi guaninici. 

Gel-filtrazione: vedi Cromatografia per esclusione 
molecolare. 
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Gene: segmento di un cromosoma che codifica una 
singola unità polipeptidica o una molecola di RNA. 

Gene regolatore: gene che codifica un prodotto coinvolto 
nella regolazione dell’espressione di un altro gene; per 
esempio, un gene che codifica un repressore proteico. 

Gene soppressore dei tumori: una classe di geni che 
codificano proteine che normalmente regolano il 
ciclo cellulare sopprimendo la divisione cellulare. La 
mutazione di una sola copia del gene è, solitamente, 
senza alcun effetto, ma quando entrambe le copie 
sono difettose, la cellula continua a dividersi senza 
limitazioni, causando l'insorgenza di un tumore. 

Gene strutturale: un gene che codifica una proteina o 
una molecola di RNA; diverso da un gene regolatore. 

Geni omeotici: geni che regolano lo sviluppo dei 
segmenti nel corpo di Drosophila; geni simili sono 
presenti in molti vertebrati. 

Genoma: tutta l'informazione genetica codificata in una 
cellula o in un virus. 

Genomica: scienza che studia i genomi delle cellule o 
degli organismi. 

Genotipo: la costituzione genetica di un organismo; 
diverso dal fenotipo, che indica invece le 
caratteristiche fisiche di un organismo. 

GFP: vedi Proteina fluorescente verde. 

Glicano: altro termine che indica un polisaccaride; un 
polimero costituito da monosaccaridi uniti da ponti 
glicosidici. 

Glicerofosfolipide: lipide anfipatico con uno scheletro 
costituito da glicerolo; gli acidi grassi sono esterificati 
agli atomi di carbonio 1 e 2 del glicerolo, mentre 
all’atomo C-3 è legato a un alcol polare mediante un 
legame fosfodiestere. 

Gliceroneogenesi: sintesi, che avviene negli adipociti, 
del glicerolo 3-fosfato a partire dal piruvato, utilizzata 
nella sintesi dei triacilgliceroli. 

Glicoconiugato: composto contenente un carboidrato 
legato covalentemente a una proteina o a un lipide, che 
forma una glicoproteina o un glicolipide. 

Glicogenesi: il processo di conversione del glucosio a 
glicogeno. 

Glicogenina: la proteina che inizia la sintesi di nuove 
catene di glicogeno e catalizza la polimerizzazione dei 
pochi residui iniziali di zuccheri di ogni catena, prima 
che la glicogeno sintasi continui l'allungamento. 

Glicogenolisi: la demolizione enzimatica del glicogeno 
conservato nell’organismo (non della dieta). 

Glicolipide: lipide contenente un carboidrato. 

Glicolisi: via catabolica attraverso cui una molecola di 
glucosio è demolita in due molecole di piruvato. 

Glicoma: l'insieme di carboidrati e di molecole che 
contengono carboidrati (legati covalentemente a 
proteine o lipidi) presenti all’interno di una cellula o di 
un tessuto in determinate condizioni. 

Glicomica: lo studio sistematico del glicoma. 

Glicoproteina: proteina contenente un carboidrato. 

Glicosamminoglicano: eteropolisaccaride 
costituito da due unità alternate; una può essere 
N-acetilglucosammina o N-acetilgalattosammina; 
l’altro componente è un acido uronico (di solito l'acido 
glucuronico). Precedentemente chiamato anche 
mucopolisaccaride. 
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Glicosfingolipidi: lipidi anfipatici con uno scheletro di 
sfingosina a cui sono attaccati un acido grasso a catena 
lunga e un alcol polare. 

Gliossisoma: perossisoma specializzato che contiene gli 
enzimi del ciclo del gliossilato; presente nelle cellule 
dei semi in germinazione. 

Gluconeogenesi: biosintesi di glucosio da precursori 
semplici non saccaridici, come l’ossalacetato o il 
piruvato. 

Glucogenico: convertibile in glucosio o in glicogeno 
attraverso il processo della gluconeogenesi. 

GLUT: denominazione di una famiglia di proteine di 
membrana che trasportano glucosio. 

GPCR: vedi Recettori accoppiati alle proteine G. 

Gradiente elettrochimico: è ciò che risulta dai gradienti 
di concentrazione e dalla carica elettrica generata 
da uno ione tra le due facce di una membrana; la 
forza trainante della fosforilazione ossidativa e della 
fotofosforilazione. 

Grafico dei doppi reciproci: un grafico di 1/Vyin 
funzione di 1/[S], che consente una determinazione 
più accurata della Vyax e della K,y, rispetto a un grafico 
di V) in funzione di [S]; è detto anche grafico di 
Lineweaver-Burk. 

Grammo molecola: il peso espresso in grammi di 
un composto numericamente uguale al suo peso 
molecolare; il peso di una mole di composto. 

Grani: pile di tilacoidi, sacchetti membranosi appiattiti 
presenti nei cloroplasti. 

Gruppo funzionale: uno specifico atomo o gruppo di 
atomi che conferisce una particolare proprietà chimica 
a una biomolecola. 

Gruppo prostetico: un composto organico (diverso da 
un amminoacido) o uno ione metallico che si lega 
covalentemente a una proteina ed è essenziale per la 
sua attività. 

Gruppo R: (1) Formalmente, un’abbreviazione che indica 
un gruppo alchilico; (2) occasionalmente l’espressione 
è usata in senso generale per indicare qualsiasi 
sostituente organico (per esempio, il gruppo R di un 
amminoacido). 

Gruppo uscente: gruppo chimico che esce o viene 
spiazzato da una eliminazione unimolecolare o da una 
reazione di sostituzione bimolecolare. 


(4) 

HPLC: vedi Cromatografia in fase liquida ad alta 
prestazione. 

HRE: vedi Elemento di risposta dell'ormone. 


DI) 

Ialuronano: vedi Acido ialuronico. 

Idrofilico: polare o carico; detto di molecole o gruppi 
polari o carichi solubili in acqua. 

Idrofobico: non polare; detto di molecole o gruppi non 
solubili in acqua. 

Idrolasi: enzimi (per esempio, proteasi, lipasi, fosfatasi, 
nucleasi) che catalizzano reazioni di idrolisi. 

Idrolisi: rottura di un legame (come un legame 
anidridico o peptidico) dovuta all’aggiunta degli 
elementi di una molecola di acqua, che dà origine a 
due o più prodotti. 
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Immunoblotting: tecnica che impiega anticorpi per 
identificare una proteina all’interno di un campione 
biologico dopo che le proteine presenti nel campione 
sono state separate mediante elettroforesi su gel, 
trasferite su una membrana e immobilizzate; chiamato 
anche Western blotting. 

Immunoglobulina: un anticorpo proteico prodotto 
contro un antigene e capace di legarlo in modo 
specifico. 

In situ: nella naturale posizione o localizzazione. 

In vitro: “nel vetro”; in una provetta. 

In vivo: “nel vivente”; in una cellula o in un organismo. 

Incanalamento: il trasferimento diretto del prodotto 
di una reazione (intermedio comune) dal sito 
attivo di un enzima al sito attivo di un altro 
enzima che catalizza la tappa successiva in una via 
metabolica. 

Incanalamento dei substrati: movimento degli 
intermedi chimici in una serie di reazioni catalizzate 
da enzimi a partire dal sito attivo di un enzima fino 
a quello dell’enzima successivo, senza lasciare il 
complesso proteico che comprende entrambi gli 
enzimi. 

Indice idropatico: scala che esprime le relative 
tendenze idrofobiche o idrofiliche di un gruppo 
chimico. 

Induttore: una molecola segnale che, quando si lega 
a una proteina regolatrice, produce un aumento 
nell’espressione di un dato gene. 

Induzione: un aumento dell’espressione di un gene 
in risposta a una modificazione nell’attività di una 
proteina regolatrice. 

Ingegneria genetica: qualsiasi processo tramite il quale 
il materiale genetico, in particolare il DNA, viene 
modificato dai biologi molecolari. 

Inibitore (inattivatore) suicida: molecola 
relativamente inerte che viene trasformata 
dall’enzima nel suo sito attivo in una forma reattiva 
che va a inattivare irreversibilmente l'enzima 
stesso. 

Inibizione a feedback: inibizione di un enzima 
allosterico, posto all'inizio di una sequenza metabolica, 
da parte del prodotto finale della via; nota anche come 
inibizione da prodotto finale. 

Inibizione competitiva: un tipo di inibizione reversibile 
che può essere soppressa da un aumento della 
concentrazione del substrato; un inibitore competitivo 
in genere compete con il substrato o con il ligando per 
il legame alla proteina. 

Inibizione da prodotto finale: vedi Inibizione a 
feedback. 

Inibizione incompetitiva: inibizione reversibile che 
deriva dal legame dell’inibitore al complesso 
enzima-substrato, ma non all’enzima libero. 

Inibizione mista: inibizione reversibile che deriva dal 
legame di una molecola di inibitore sia all’enzima 
libero, sia al complesso enzima-substrato (non 
necessariamente con la stessa affinità). 

Integrina: membro di una grande famiglia di proteine 
transmembrana eterodimeriche che mediano 
l'adesione delle cellule ad altre cellule o alla matrice 
extracellulare. 
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Interazioni di van der Waals: Forze deboli 
intermolecolari tra molecole che inducono una 
reciproca polarizzazione. 

Interazioni idrofobiche: associazione di gruppi o 
composti non polari in sistemi acquosi, favorita 
dalla tendenza delle molecole di acqua circostanti a 
raggiungere lo stato più stabile (disordinato). 

Intercalazione: inserzione tra anelli aromatici o planari 
impilati; per esempio, l'inserzione di una molecola 
planare tra due basi successive in un acido nucleico. 

Intermedio comune: un composto chimico condiviso 
da due reazioni, come prodotto nella prima e reagente 
nella seconda. 

Intermedio della reazione: qualsiasi specie chimica che 
si forma durante una reazione che ha tempo di vita 
definito. 

Intermedio di Holliday: intermedio prodotto durante 
la ricombinazione genetica in cui due molecole 
di DNA a doppia catena si uniscono in virtù di un 
reciproco scambio che coinvolge una catena di ogni 
molecola. 

Introne (sequenza interna): sequenza di nucleotidi in 
un gene che viene trascritta ma eliminata prima che il 
gene sia tradotto. 

Ione idronio: lo ione idrogeno idratato (H30°). 

Ione carbonio: vedi Carbocatione. 

Ionoforo: composto che lega uno o più ioni metallici 
ed è capace di diffondere attraverso una membrana, 
trasportando gli ioni legati. 

Ipossia: condizione metabolica con una drastica 
diminuzione dell'apporto di ossigeno. 

Isoenzimi: vedi Isozimi. 

Isomerasi: enzimi che catalizzano la trasformazione di 
composti nei loro isomeri posizionali. 

Isomeri: molecole che hanno la stessa formula bruta, ma 
diversa disposizione dei gruppi molecolari. 

Isomeri cis e trans: vedi Isomeri geometrici. 

Isomeri geometrici: isomeri correlati dalla rotazione 
intorno a un doppio legame; chiamati anche isomeri 
cis e trans. 

Isoprene: l’idrocarburo 2-metil-1,3-butadiene, l’unità 
strutturale ricorrente nei composti terpenoidi. 

Isoprenoide: nome di numerosi composti sintetizzati 
mediante polimerizzazione enzimatica di due o più 
unità isopreniche; chiamato anche terpenoide. 

Isotopo radioattivo: forma isotopica di un elemento 
con un nucleo instabile che si autostabilizza in seguito 
all'emissione di una radiazione ionizzante. 

Isozimi: forme multiple di un enzima che catalizzano 
la stessa reazione ma differiscono l'una dall’altra a 
livello della sequenza amminoacidica, dell’affinità per 
il substrato, di Va e/o di proprietà regolatorie; detti 
anche isoenzimi. 

Istoni: famiglia di proteine basiche che si associano 
saldamente al DNA nei cromosomi di tutte le cellule 
eucariotiche. 


Kc) 

K, (Ktrasporto): parametro cinetico di un trasportatore 
di membrana, analogo alla costante di Michaelis Km 
di una reazione enzimatica. La velocità di trasporto 
del substrato è pari alla metà della velocità massima 
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quando la concentrazione di substrato equivale al 
valore di K,. 


Leader (sequenza segnale): breve sequenza vicina 
all’amminoterminale della proteina o all’estremità 
5° di un RNA che svolge funzioni regolatorie o di 
riconoscimento di bersagli. 

Lectina: proteina che lega carboidrati, di solito un 
oligosaccaride, con una specificità e un’affinità molto 
elevate; coinvolta nelle interazioni cellula-cellula. 

Legame covalente: un legame chimico basato sulla 
condivisione di elettroni. 

Legame fosfodiestere: legame chimico che unisce due 
gruppi alcolici a un gruppo fosforico, il quale fa da 
ponte tra i due gruppi. 

Legame idrogeno: un'attrazione elettrostatica debole tra 
un atomo elettronegativo (come l’ossigeno o l'azoto) 

e un atomo di idrogeno legato covalentemente a un 
secondo atomo elettronegativo. 

Legame peptidico: un legame ammidico sostituito 
tra il gruppo a-amminico di un amminoacido e il 
gruppo a-carbossilico di un altro amminoacido, con 
l'eliminazione degli elementi di una molecola di acqua. 

Legami glicosidici: vedi Legami O-glicosidici. 

Legami O-glicosidici: legami tra uno zucchero e un’altra 
molecola (di solito un alcol, una purina, una pirimidina 
o uno zucchero), mediante un ponte costituito da un 
atomo di ossigeno. 

Legge dell’azione di massa: legge che stabilisce che la 
velocità di una reazione è proporzionale al prodotto 
delle attività (o delle concentrazioni) dei reagenti. 

Lettura delle bozze (proofreading): correzione 
degli errori nella sintesi di biopolimeri contenenti 
informazioni mediante la rimozione delle subunità 
monomeriche inserite non correttamente, dopo che 
sono state aggiunte covalentemente al polimero in fase 
di allungamento. 

Leucocita: cellula bianca del sangue, coinvolta nella 
risposta immunitaria nei mammiferi. 

Leucotriene: un membro di una classe di lipidi di 
segnalazione derivati dall’acido arachidonico nella 
via non ciclica; modulano l’attività della muscolatura 
liscia. 

Liasi: enzimi che catalizzano la rimozione di un gruppo 
da una molecola formando un doppio legame o 
l'aggiunta di un gruppo a un doppio legame. 

Libreria di cDNA: raccolta di frammenti di DNA 
clonati che derivano da tutti gli mRNA espressi in 
un particolare organismo o tipologia cellulare in un 
determinato insieme di condizioni. 

Libreria di DNA: una raccolta di frammenti di DNA 
clonati. 

Libreria genomica: una libreria di DNA contenente 
segmenti di DNA che derivano da tutte le sequenze (o 
della maggior parte) del genoma dell’organismo. 

Ligando: piccola molecola che si lega in modo specifico 
a un’altra più grande; per esempio, un ormone è il 
ligando specifico del suo recettore proteico. 

Ligasi: enzimi che catalizzano reazioni di condensazione 
in cui due atomi sono uniti tra loro usando l’energia 
dell'ATP o di un altro composto ad alta energia. 
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Linfociti: una sottoclasse di leucociti coinvolti nella 
risposta immunitaria. Vedi anche Linfociti B, Linfociti 
T. 

Linfociti B: una delle classi delle cellule del sangue 
(linfociti), responsabile della produzione di anticorpi 
circolanti. 

Linfociti T: una delle classi delle cellule del sangue 
(linfociti) che originano dal timo, coinvolte nelle 
reazioni di risposta immunitaria cellulo-mediata. 

Lipasi: enzimi che catalizzano l’idrolisi di triacilgliceroli. 

Lipide: una piccola biomolecola insolubile in acqua 
contenente acidi grassi, steroli o composti isoprenoidi. 

Lipidoma: il contenuto di lipidi di una cellula o di un 
tessuto in una particolare condizione. 

Lipidomica: la caratterizzazione sistematica del 
lipidoma. 

Lipoato (acido lipoico): una vitamina per alcuni 
microrganismi; un trasportatore intermedio di atomi 
di idrogeno e di gruppi acilici nelle a-chetoacido 
deidrogenasi. 

Lipoproteina: aggregato proteina-lipide che serve per 
trasportare nel sangue i lipidi insolubili in acqua. La 
sola componente proteica è un’apolipoproteina. 

Liposoma: piccola vescicola sferica costituita da un 
doppio strato lipidico, che si forma spontaneamente 
quando i fosfolipidi sono sospesi in un tampone 
acquoso. 

Lisi: rottura della membrana plasmatica di una cellula 0 
della parete cellulare di un batterio, con il rilascio del 
contenuto cellulare e la morte della cellula. 

Lisosoma: organello circondato da membrana 
delle cellule eucariotiche; contiene molti enzimi 
idrolitici (o idrolasi) e serve a degradare e riciclare i 
componenti della cellula non più necessari. 

Lunghezza complessiva: lunghezza di un polimero 
elicoidale misurata lungo l’asse dell’elica. 


m) 

Macromolecola: una molecola che ha una massa che può 
andare da poche migliaia a diversi milioni di moli. 

Macromolecole informazionali: biomolecole 
contenenti informazioni sotto forma di sequenze 
specifiche di monomeri diversi; per esempio, molte 
proteine, lipidi, polisaccaridi e acidi nucleici. 

Mappa genetica: uno schema che mostra la sequenza e 
la posizione dei geni specifici lungo un cromosoma. 

Matrice: spazio delimitato dalla membrana interna dei 
mitocondri. 

Matrice extracellulare: un intreccio di 
glicosamminoglicani, proteoglicani e proteine, appena 
al di fuori della membrana plasmatica, che serve ad 
ancorare la cellula, al riconoscimento posizionale e alla 
trazione durante la migrazione cellulare. 

Meccanismo bersaglio del complesso 1 della 

rapamicina: vedi mTORCI. 

Meiosi: tipo di divisione cellulare in cui cellule diploidi si 

dividono in cellule aploidi destinate a diventare gameti 

o spore. 

Membrana plasmatica: membrana esterna che circonda 

il citoplasma di una cellula. 

Metabolismo: l’intero gruppo di trasformazioni 
di sostanze organiche catalizzate da enzimi che 
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avvengono in una cellula. La somma di catabolismo e 
di anabolismo. 

Metabolismo intermedio: reazioni catalizzate da enzimi 
che avvengono all’interno delle cellule deputate 
all'estrazione di energia chimica dalle sostanze 
nutrienti, da utilizzare per la sintesi e la costruzione 
dei componenti cellulari. 

Metabolismo secondario: vie che portano alla 
formazione di prodotti specializzati che non sono 
presenti in tutte le cellule. 

Metabolismo vettoriale: trasformazioni metaboliche 
in cui la localizzazione (non la composizione 
chimica) di un substrato cambia relativamente a 
una membrana che separa due compartimenti. I 
trasportatori catalizzano reazioni vettoriali, quando 
pompano protoni nella fosforilazione ossidativa o nella 
fotofosforilazione. 

Metabolita: un intermedio chimico delle reazioni 
catalizzate da enzimi del metabolismo. 

Metaboloma: il gruppo completo di piccole molecole, 
cioè intermedi metabolici, segnali, metaboliti 
secondari, presenti in una data cellula o in un tessuto 
in specifiche condizioni. 

Metabolomica: la caratterizzazione sistematica del 
metaboloma di una cellula o di un tessuto. 

Metabolone: una struttura sopramolecolare costituita da 
enzimi appartenenti a una sequenza metabolica. 

Metalloproteina: proteina che ha come gruppo 
prostetico uno ione metallico. 

Metamerismo: divisione del corpo in segmenti; per 
esempio negli insetti. 

Micella: aggregato di molecole anfipatiche in acqua, con 
la porzione non polare posta all’interno della struttura 
e la porzione polare disposta sulla superficie, in 
contatto con l’acqua. 

MicroRNA: una classe di piccole molecole di RNA 
(da 20 a 25 nucleotidi alla fine del processo di 
maturazione) coinvolte nel silenziamento di geni 
inibendo la traduzione o favorendo la degradazione 
di un particolare mRNA. 

Microsomi: vescicole membranose formate dalla 
frammentazione del reticolo endoplasmatico delle 
cellule eucariotiche; si ottengono per centrifugazione 
differenziale. 

Microtubuli: tubuli sottili costituiti da due tipi di 
subunità globulari di tubulina; sono presenti nelle 
ciglia, nei flagelli, nei centrosomi e in altre strutture 
contrattili. 

Migrazione della ramificazione: movimento del punto 
di ramificazione del DNA formato da due molecole di 
DNA con sequenze identiche. Vedi anche Intermedio di 
Holliday. 

Miocita: cellula del muscolo. 

Miofibrilla: unità costituita da filamenti spessi e sottili 
della fibra muscolare. 

Miosina: proteina contrattile, il principale componente 
dei filamenti spessi del muscolo e di altri sistemi 
actina-miosina. 

miRNA: vedi microRNA. 

Miscela racemica (racemato): una miscela equimolare 
degli stereoisomeri D e L di un composto otticamente 
attivo. 
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Mitocondrio: organello circondato da membrana del 
citoplasma di cellule eucariotiche; contiene gli enzimi 
del ciclo dell’acido citrico, dell’ossidazione degli 
acidi grassi, del trasferimento degli elettroni e della 
fosforilazione ossidativa. 

Mitosi: il processo, in molte tappe, che nelle cellule 
eucariotiche porta alla replicazione dei cromosomi e 
alla divisione cellulare. 

Modello del mosaico fluido: modello secondo 
il quale le membrane biologiche hanno forma di 
doppio strato lipidico in cui sono immerse le proteine; 
il doppio strato mostra funzionalità e struttura 
asimmetriche. 

Modificazione del quadro di lettura: una mutazione 
causata da un'inserzione o da una delezione di una 
o più coppie di nucleotidi, che altera la lettura del 
codone durante la sintesi proteica; il polipeptide che 
viene prodotto ha una sequenza diversa a partire dal 
sito della mutazione. 

Modulatore: metabolita che, quando è legato al sito 
allosterico di un enzima, ne altera le proprietà 
cinetiche. 

Mole: il peso molecolare espresso in grammi di un 
composto. Vedi Numero di Avogadro. 

Molecola prochirale: una molecola simmetrica che può 
reagire in modo asimmetrico con un enzima che abbia 
un sito attivo asimmetrico, generando un prodotto 
chirale. 

Monosaccaride: carboidrato costituito da una sola unità 
saccaridica. 

Motivo: ciascuna configurazione di ripiegamento per gli 
elementi di struttura secondaria osservata in una o più 
proteine; un motivo può essere semplice o complesso e 
può rappresentare tutta o solo una piccola porzione di 
una catena polipeptidica; detto anche ripiegamento o 
struttura supersecondaria. 

mRNA: vedi RNA messaggero. 

mRNA monocistronico: un mRNA che può essere 
tradotto in una sola proteina. 

mRNA policistronico: mRNA che può essere tradotto in 
più proteine. 

mTORCI1 (meccanismo bersaglio del complesso 1 
della rapamicina): complesso multiproteico costituito 
da mTOR (meccanismo bersaglio della rapamicina) 

e da diverse subunità regolatrici che insieme hanno 
attività Ser/Thr proteina chinasica. Viene stimolato 
dalle sostanze nutrienti e dalle condizioni in cui 

c'è energia a sufficienza; interferisce con la terapia 
antitumorale. 

Mucopolisaccaridi: altro nome dei glicosamminoglicani. 

Mutagenesi sito-diretta: una serie di metodi utilizzati 
per creare modificazioni specifiche nella sequenza di 
un gene. 

Mutante auxotrofico (auxotrofo): un organismo 
mutante che ha un difetto nella sintesi di una data 
biomolecola, che deve essere quindi aggiunta per la 
crescita dell'organismo. 

Mutante leaky: gene mutante che dà origine a un 
prodotto con una quantità rilevabile di attività 
biologica. 

Mutarotazione: la variazione di rotazione specifica 
di uno zucchero furanosidico o piranosidico o di 
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un glucoside che accompagna il raggiungimento 
dell’equilibrio tra le sue forme anomeriche a e B. 

Mutasi: enzimi che catalizzano la trasposizione di gruppi 
funzionali. 

Mutazione: una modificazione ereditabile in una 
sequenza nucleotidica di un cromosoma. 

Mutazione con soppressione: mutazione che ripristina 
totalmente o parzialmente una funzione persa in 
seguito a una prima mutazione; è localizzata su un sito 
diverso da quello della prima mutazione. 

Mutazione letale: mutazione che inattiva una funzione 
biologica essenziale alla vita di una cellula o di un 
organismo. 

Mutazione nonsenso: mutazione che porta alla 
terminazione prematura di una catena polipeptidica. 

Mutazione per delezione: una mutazione che deriva 
dalla delezione di uno o più nucleotidi da un gene o un 
cromosoma. 

Mutazione per inserzione: una mutazione causata 
dall’inserzione di una o più basi tra due basi successive 
di un DNA. 

Mutazione per sostituzione: mutazione causata dalla 
sostituzione di una base con un’altra. 

Mutazione silente: mutazione in un gene che non causa 
modificazioni evidenti nelle proprietà del prodotto 
genico. 


N) 


Na*K* ATPasi: un trasportatore attivo elettrogenico 
dipendente dall’ATP, presente sulla membrana 
plasmatica della maggior parte delle cellule animali, 
che pompa tre ioni Na' all’esterno della cellula e due 
ioni K' all'interno. 

NAD, NADP (nicotinammide adenin dinucleotide, 
nicotinammide adenin dinucleotide fosfato): 
coenzimi contenenti nicotinammide che funzionano 
come trasportatori di atomi di idrogeno ed elettroni in 
alcune reazioni di ossidoriduzione. 

Navetta (shuttle) della carnitina: meccanismo per 
trasportare acidi grassi dal citosol alla matrice 
mitocondriale come esteri grassi della carnitina. 

ncRNA (RNA non codificante): qualsiasi RNA che non 
codifica istruzioni per un prodotto proteico. 

Neurone: cellula del tessuto nervoso specializzata nella 
trasmissione di impulsi nervosi. 

Neurotrasmettitore: composto a basso peso molecolare 
(di solito contenente azoto) secreto dalla terminazione 
di un neurone che va a legarsi a un recettore sul 
neurone successivo; partecipa alla trasmissione di 
impulsi. 

NMR: vedi Spettroscopia di risonanza magnetica 

nucleare. 

Non polare: idrofobico; si dice di molecole o gruppi poco 

solubili in acqua. 

Nucleasi: enzimi che idrolizzano i legami fosfodiestere 

interni degli acidi nucleici. 

Nucleo: negli eucarioti, organello circondato da 

membrana che contiene i cromosomi. 

Nucleofilo: gruppo ricco di elettroni con una forte 
tendenza a donare i suoi elettroni a un gruppo povero 
di elettroni (elettrofilo); il reagente che entra in una 
reazione di sostituzione bimolecolare. 
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Nucleoide: nei batteri, la regione nucleare che contiene il 
cromosoma, ma non è circondata da membrana. 
Nucleolo: struttura densamente colorabile nel nucleo di 
cellule eucariotiche; coinvolto nella sintesi dell’rRNA e 
nella formazione dei ribosomi. 

Nucleoplasma: parte della cellula circondata dalla sacca 

nucleare; detta anche matrice nucleare. 

Nucleoside: composto costituito da una base purinica 0 

pirimidinica legata covalentemente a un pentosio. 

Nucleoside difosfato chinasi: enzima che catalizza il 

trasferimento del gruppo fosforico terminale di un 

nucleoside 5'-trifosfato a un nucleoside 5'-difosfato. 

Nucleoside difosfato zucchero: un trasportatore 
simile a un coenzima di uno zucchero che agisce nella 
sintesi enzimatica dei polisaccaridi e dei derivati degli 
zuccheri. 

Nucleoside monofosfato chinasi: enzima che catalizza il 
trasferimento del gruppo fosforico terminale dall’ATP 
a un nucleoside 5'-monofosfato. 

Nucleosoma: negli eucarioti unità strutturale per 
l’impacchettamento della cromatina; è costituito da 
una catena di DNA che si avvolge intorno a un nucleo 
istonico. 

Nucleotide: un nucleoside fosforilato a livello di uno dei 

suoi gruppi ossidrilici del pentosio. 

Nucleotide flavinico: coenzima nucleotidico (FMN o 

FAD) contenente riboflavina. 

Nucleotide piridinico: coenzima nucleotidico che 

contiene il derivato della piridina nicotinammide; 

NAD o NADP. 

Numero di Avogadro (N): il numero di molecole nel 

peso molecolare espresso in grammi (una mole) di 

un composto (6,02 X 10°3). 

Numero di legame: numero di spire dell’avvolgimento 

di un DNA circolare intorno a un altro; il numero di 

legami topologici che mantengono uniti i due cerchi. 

Numero di turnover: il numero di volte che una 

molecola di enzima trasforma una molecola di 

substrato nell’unità di tempo, nelle condizioni che 

favoriscono la velocità massima, cioè a concentrazioni 

di substrato saturanti. 


(0) 

Oligomero: breve polimero, di solito di amminoacidi, 
zuccheri o nucleotidi; la definizione di “breve” è di 
solito arbitraria, ma è spesso utilizzata quando il 
polimero è inferiore alle 50 subunità. 

Oligonucleotide: piccolo polimero di nucleotidi (di solito 
meno di 50). 

Oligopeptide: alcuni amminoacidi uniti da legami 
peptidici. 

Oligosaccaride: alcune unità monosaccaridiche unite da 
ponti glicosidici. 

Oloenzima: enzima cataliticamente attivo contenente 
tutte le subunità, i gruppi prostetici e i cofattori 
necessari. 

Omeobox: sequenza di DNA conservata di 180 coppie 
di basi che codifica domini proteici presenti in molte 
proteine che regolano lo sviluppo. 

Omeodominio: dominio proteico codificato da un 
omeobox; l’unità regolatrice che determina la 
segmentazione del piano corporeo. 
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Omeostasi: il mantenimento di uno stato stazionario 
dinamico mediante un meccanismo regolatorio che 
compensa le eventuali variazioni nelle condizioni 
esterne. 

Omologhi: geni o proteine che possiedono una chiara 
correlazione di sequenza e di funzione l’uno nei 
confronti dell'altro. 

Omotropico: si dice di un modulatore allosterico identico 
al ligando normale. 

Oncogeni: geni che portano al cancro; alcuni geni mutati 
che inducono una cellula a proliferare in modo rapido 
e non controllato. Vedi anche Proto-oncogene. 

Operatore: regione di DNA che interagisce con una 
proteina repressore per controllare l’espressione di un 
gene o di un gruppo di geni. 

Operone: una unità di espressione genica costituita da 
uno o più geni correlati, un operatore e un promotore 
che regolano la sua trascrizione. 

Opsina: la parte proteica del pigmento visivo, che 
diventa rodopsina quando viene aggiunto il cromoforo 
retinale. 

Oressigenico: ciò che tende a far aumentare l’appetito e 
il consumo di cibo. 

ORF: vedi Quadro di lettura aperto. 

Organelli: strutture circondate da membrana presenti 
nelle cellule eucariotiche; contengono enzimi e altri 
componenti necessari per le funzioni specializzate 
della cellula. 

Origine (di replicazione): sequenza di nucleotidi o sito 
nel DNA dove ha inizio la replicazione. 

Ormone: sostanza chimica sintetizzata in piccole quantità 
da un tessuto endocrino e trasportata dal sangue in 
altri tessuti, dove agisce come un messaggero che 
regola le funzioni del tessuto o dell’organo bersaglio. 

Ormone tropico (tropina): ormone peptidico che 
stimola una specifica ghiandola bersaglio a secernere 
il suo ormone; per esempio, la tirotropina prodotta 
dall’ipofisi stimola la secrezione di tiroxina da parte 
della tiroide. 

Ortologhi: geni in organismi diversi fra i quali esiste una 
chiara relazione di sequenza e funzionale. 

Osmosi: flusso di acqua attraverso una membrana 
semipermeabile verso un compartimento acquoso 
contenente soluti a concentrazione più elevata. 

Ossidasi: enzimi che catalizzano reazioni di ossidazione 
in cui molecole di ossigeno sono usate come accettori 
di elettroni, ma nessuno degli atomi di ossigeno viene 
incorporato nei prodotti. Confronta anche Ossigenasi. 

Ossidasi a funzione mista: enzimi (per esempio 
monoossigenasi) che catalizzano reazioni in cui due 
reagenti, di cui uno è di solito il NADPH e l’altro è il 
substrato, sono ossidati dall’ossigeno molecolare. Un 
atomo di ossigeno viene incorporato nel prodotto, 
l’altro viene ridotto ad acqua. Questi enzimi 
utilizzano spesso il citocromo P-450 per trasportare 
gli elettroni dal NADPH all’ossigeno. 

Ossidazione: perdita di elettroni da un composto. 

a Ossidazione: un meccanismo alternativo per 
l'ossidazione degli acidi grassi B metilati nei perossisomi. 

fp Ossidazione: la degradazione ossidativa degli acidi 
grassi in acetil-CoA mediante le successive ossidazioni 
del carbonio f.. È diversa dalla © ossidazione. 
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© Ossidazione: metodo alternativo di ossidazione di 
un acido grasso in cui l'ossidazione iniziale avviene 
sul carbonio più distante dal carbonio carbossilico; è 
diversa da ossidazione. 

Ossidoriduzione: vedi Reazione di ossidoriduzione. 

Ossigenasi: enzimi che catalizzano reazioni in cui gli 
atomi di ossigeno sono direttamente incorporati nei 
prodotti, formando gruppi ossidrilici o carbossilici. 
Nelle reazioni catalizzate dalle monoossigenasi, 
soltanto uno degli atomi di ossigeno è incorporato; 
l’altro viene ridotto ad acqua; nelle reazioni catalizzate 
dalle diossigenasi entrambi gli atomi di ossigeno sono 
incorporati nei prodotti. Confronta anche Ossidasi. 


P) 

Palindromo: segmento di DNA a doppia elica con una 
sequenza di basi delle due catene che presenta una 
doppia simmetria rotazionale intorno a un asse. 

Paradigma: in biochimica, un modello sperimentale o un 
esempio. 

Paraloghi: geni o proteine presenti all’interno della 
medesima specie fra i quali esiste una correlazione di 
sequenza e funzionale. 

Patogeno: che causa malattie. 

PCR: vedi Reazione a catena della polimerasi. 

PCR quantitativa (qPCR): un tipo di PCR che permette 
la determinazione della quantità di campione 
(stampo) amplificato presente nel campione originale. 

PDB (Protein Data Bank): banca dati internazionale 
(www.pdb.org) che contiene tutti i dati che descrivono 
la struttura tridimensionale praticamente di tutte le 
macromolecole la cui struttura è stata pubblicata. 

Pentosio: zucchero semplice con uno scheletro 
contenente cinque atomi di carbonio. 

Peptidasi: enzimi che idrolizzano legami peptidici. 

Peptide: due o più amminoacidi uniti covalentemente da 
legami peptidici. 

Peptidil trasferasi: l’attività enzimatica che sintetizza il 
legame peptidico delle proteine. La peptidil trasferasi 
fa parte della grande subunità ribosomiale dell’rRNA 
ed è quindi un ribozima. 

Peptidoglicano: uno dei principali componenti delle 
pareti cellulari dei batteri; in genere è costituito 
da catene di eteropolisaccaridi parallele unite 
trasversalmente da brevi peptidi. 

Permeasi: vedi Trasportatori. 

Perossisoma: organello circondato da membrana 
presente nel citoplasma delle cellule eucariotiche; 
contiene enzimi che possono formare o distruggere 
perossidi. 

pH: il logaritmo negativo della concentrazione di ioni H* 
in una soluzione. 

pH isoelettrico (punto isoelettrico): il pH a cui il soluto 
non ha una carica netta e quindi non si muove in un 
campo elettrico. 

pH ottimale: pH caratteristico a cui un enzima esprime 
la massima attività catalitica. 

pI: vedi pH isoelettrico. 

Piastrine: piccole cellule senza nucleo che danno inizio 
al processo di coagulazione del sangue; derivano da 
cellule dette megacariociti nel midollo osseo. Note 
anche come trombociti. 
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Piante CAM: le piante succulente che vivono nei climi 
caldi e aridi, in cui la CO, viene fissata nell’ossalacetato 
al buio e poi fissata dalla rubisco alla luce quando gli 
stomi si chiudono per escludere l’O;. 

Piante C4: le piante (generalmente tropicali) in cui la 
CO; viene fissata in un composto a quattro atomi di 
carbonio (ossalacetato o malato) prima di entrare nel 
ciclo di Calvin tramite la rubisco. 

Piccole proteine G: vedi Superfamiglia Ras di proteine G. 

Piccoli RNA nucleari (snRNA): alcune piccole molecole 
di RNA nel nucleo, di solito costituite da 100 a 200 
nucleotidi; la maggior parte ha un ruolo nelle reazioni 
di splicing che rimuovono introni da mRNA. 

Piccoli RNA nucleolari (snoRNA): una classe di piccoli 
RNA costituiti in genere da 60 a 300 nucleotidi che 
guida la modificazione degli rRNA nel nucleo. 

Pigmenti accessori: pigmenti che assorbono la luce 
visibile (carotenoidi, xantofilline e ficobiline) nelle 
piante e nei batteri fotosintetici; agiscono insieme alla 
clorofilla nell’intrappolare l'energia della luce solare. 

Piridossal fosfato (PLP): coenzima contenente la 
vitamina piridossina (vitamina Bg); ha un ruolo nelle 
reazioni che coinvolgono il trasferimento di gruppi 
amminici. 

Pirimidina: base azotata eterociclica presente nei 
nucleotidi e negli acidi nucleici. 

Pirofosfatasi inorganica: enzima che idrolizza una 
molecola di pirofosfato inorganico producendo due 
molecole di (orto)fosfato; detta anche pirofosfatasi. 

pK.: il logaritmo negativo di una costante di equilibrio. 

Plasmalogeno: fosfolipide con un sostituente alchilico 
unito mediante legame etere al C-1 del glicerolo. 

Plasmide: piccola molecola di DNA circolare 
extracromosomico che si replica in modo 
indipendente; comunemente utilizzato in 
procedimenti di ingegneria genetica. 

Plastide: un organello autoreplicante delle piante; può 
differenziarsi in un cloroplasto o in un amiloplasto. 

Plectonemico: struttura in un polimero molecolare in cui 
vi sono avvolgimenti di catene l’una sull’altra in modo 
semplice e regolare. 

PIP: vedi Piridossal fosfato. 

Polare: idrofilico, che “ama l’acqua”; descrive molecole o 
gruppi solubili in acqua. 

Polarità: (1) in chimica, distribuzione non uniforme degli 
elettroni in una molecola; le molecole polari sono di 
solito solubili in acqua; (2) in biologia molecolare, la 
differenza tra estremità 3’ e 5' negli acidi nucleici. 

Polilinker: un breve frammento di DNA, spesso sintetico, 
contenente sequenze di riconoscimento per diverse 
endonucleasi di restrizione. 

Polimorfico: descrive proteine di cui esistono varianti 
con sequenze amminoacidiche diverse in una 
popolazione di organismi; le variazioni non modificano 
la funzione della proteina. 

Polimorfismi di singoli nucleotidi (SNP): 
modificazioni di singole coppie di basi genomiche che 
distinguono ciascun individuo dagli altri all’interno di 
una popolazione. 

Polimorfismo di sequenza: le alterazioni nella sequenza 
genomica (cambi di coppie di basi, inserzioni, 
delezioni, riarrangiamenti) che aiutano a distinguere 
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sottogruppi di individui in una popolazione o a 
differenziare una specie dall’altra. 

Polinucleotide: sequenza di nucleotidi legati 
covalentemente, in cui il gruppo ossidrilico 3’ di un 
pentosio di un nucleotide forma un ponte fosfodiestere 
con il gruppo ossidrilico 5' del pentosio del nucleotide 
successivo. 

Polipeptide: una lunga catena di amminoacidi uniti da 
legami peptidici; il peso molecolare è di solito inferiore 
a 10 000. 

Polisaccaride: polimero lineare o ramificato costituito da 
unità monosaccaridiche unite da legami glicosidici. 
Polisoma (poliribosoma): complesso di una molecola di 

mRNA con due o più ribosomi. 

Ponte disolfuro: un legame trasversale covalente tra 
due catene polipeptidiche formato da un residuo di 
cisteina (due residui di Cys). 

Porfiria: malattia genetica derivante dall’assenza 
di uno o più enzimi coinvolti nella sintesi delle 
porfirine. 

Porfirina: composto contenente azoto costituito da 
quattro sostituti pirrolici uniti covalentemente per 
formare un anello; spesso al centro forma complessi 
con uno ione metallico. 

Potenziale di fosforilazione (AG): la variazione di 
energia libera reale dell’idrolisi di ATP in condizioni 
non standard, prevalenti nelle cellule. 

Potenziale di membrana (V,,): differenza di potenziale 
elettrico attraverso una membrana biologica, misurato 
con l’inserzione di un microelettrodo. I potenziali 
di membrana variano da —25 mV (per convenzione 
il segno negativo indica che l'interno è negativo 
rispetto all’esterno) a valori superiori a — 100 mV nelle 
membrane dei vacuoli di alcune piante. 

Potenziale di riduzione standard (E'°): la forza 
elettromotrice, misurata da un elettrodo, di una 
soluzione 1 m di un agente riducente e di un agente 
ossidante a 25 °C e a pH 7,0; una misura della 
tendenza relativa di un agente riducente a perdere 
elettroni. 

Potenziale di trasferimento di gruppo: misura della 
capacità di un composto di donare un gruppo attivato 
(come un gruppo fosforico o un gruppo acilico); 
generalmente espresso sotto forma di energia libera 
standard di idrolisi. 

Potenziale elettrochimico: l'energia necessaria a 
mantenere una separazione delle cariche e una 
differenza di concentrazione tra le facce di una 
membrana. 

PPAR (recettore che attiva la proliferazione dei 
perossisomi): una famiglia di fattori di trascrizione 
nucleari attivati da ligandi lipidici che alterano 
l’espressione di geni specifici tra cui quelli che 
codificano gli enzimi della sintesi dei lipidi o la loro 
demolizione. 

Pressione osmotica: pressione generata dal flusso 
osmotico dell’acqua attraverso una membrana 
semipermeabile verso un compartimento con soluti a 
concentrazione più elevata. 

Prima legge della termodinamica: legge che stabilisce 
che, in tutti i processi, l'energia totale dell’universo 
resta costante. 
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Primasi: enzima che catalizza la formazione di 
oligonucleotidi di RNA da usare come primer per la 
DNA polimerasi. 

Primer: un breve oligomero (di zuccheri o di nucleotidi) 
a cui un enzima aggiunge altre unità monomeriche. 

Priming: (1) nella fosforilazione delle proteine 
si riferisce alla fosforilazione di un residuo 
amminoacidico che inizia sul sito di legame e diventa 
il punto di riferimento per la fosforilazione di altri 
residui nella stessa proteina. (2) Nella replicazione 
del DNA, la sintesi di un breve oligonucleotide al 
quale la DNA polimerasi possa aggiungere ulteriori 
nucleotidi. 

Primosoma: complesso enzimatico che sintetizza i 
primer necessari per la sintesi del filamento ritardato 
del DNA. 

Procariote: termine storicamente usato per indicare i 
regni dei Batteri e degli Archaea. Le differenze tra 
batteri (precedentemente chiamati eubatteri) e gli 
archea sono sufficientemente vaste da rendere il 
termine che li comprende poco utile. La tendenza a 
usare la parola “procariote” per indicare i batteri è 
piuttosto comune, ma fuorviante; “procariote” implica 
anche una relazione ancestrale con gli eucarioti, il che 
non è vero. 

Processi di maturazione post-traduzionale: processi 
enzimatici a carico di una catena polipeptidica dopo la 
sua traduzione dall’'mRNA. 

Processi di maturazione post-trascrizionale: processi 
enzimatici dei trascritti primari di RNA che producono 
molecole di mRNA, rRNA e tRNA funzionali e molte 
altre classi di RNA. 

Processività: per qualsiasi enzima che catalizzi la sintesi 
di un polimero biologico, la proprietà di aggiungere 
molte subunità al polimero senza dissociarsi dal 
substrato. 

Prodotto ionico dell’acqua (K,,): il prodotto delle 
concentrazioni di ioni H* e OH” in acqua pura: 

K,= [H*] [OH] =1Xx1074a25°C. 

Promotore: una sequenza di DNA a cui si può legare 
IPRNA polimerasi, dando inizio alla trascrizione. 

Proprietà colligative: proprietà delle soluzioni che 
dipendono dal numero delle particelle di soluto per 
unità di volume; per esempio, la riduzione del punto di 
congelamento. 

Prostaglandina: membro di una classe di lipidi ciclici 
poliinsaturi che derivano dall’arachidonato; agisce 
come un ormone paracrino. 

Proteasi: enzimi che catalizzano la scissione idrolitica dei 
legami peptidici presenti all'interno delle proteine. 

Proteasoma: struttura enzimatica sopramolecolare che 
degrada le proteine danneggiate o non più necessarie 
alle cellule. 

Protein Data Bank: vedi PDB. 

Proteina: macromolecola composta da una o più 
catene polipeptidiche, ognuna delle quali è 
caratterizzata da sequenze di amminoacidi uniti da 
legami peptidici. 

Proteina allosterica: una proteina (in genere con molte 
subunità) con molti siti per ligandi e in cui il legame di 
un ligando a un sito modifica il legame del ligando a un 
altro sito. 
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Proteina ancorata alla GP1: proteina mantenuta sul 
monostrato esterno della membrana plasmatica dal 
suo legame covalente (attraverso una corta catena 
oligosaccaridica), a una molecola di fosfatidilinositolo 
presente nella membrana. 

Proteina attivatrice dei geni catabolici (CAP): vedi 
Proteina recettore del CAMP 

Proteina chinasi: enzimi che trasferiscono il gruppo 
fosforico terminale dell’ATP o di un altro nucleoside 
trifosfato alla catena laterale di un residuo di Ser, Thr, 
Tyr, Asp o His in proteine bersaglio, regolando la loro 
attività o altre funzioni. 

Proteina chinasi attivata dall’AMP (AMPK): una 
proteina chinasi attivata dal 5'-adenosina monofosfato 
(AMP). Lazione dell’AMPK generalmente modifica 
l’attività del metabolismo, facendolo passare dalla 
biosintesi alla produzione di energia. 

Proteina coniugata: una proteina contenente uno o più 
gruppi prostetici. 

Proteina del plasma: proteina presente nel plasma 
sanguigno. 

Proteina denaturata: una proteina che ha perso la 
sua conformazione nativa per esposizione ad agenti 
destabilizzanti come il calore o i detergenti. 

Proteina di fusione: (1) membro di una famiglia di 
proteine che facilitano la fusione delle membrane; (2) 
il prodotto di un gene creato dalla fusione di due geni 
distinti o di due porzioni di geni. 

Proteina disaccoppiante 1: vedi Termogenina. 

Proteina eme: proteina contenente un eme come gruppo 
prostetico. 

Proteina ferro-zolfo: una delle proteine della grande 
famiglia dei trasportatori di elettroni in cui il trasporto 
degli elettroni consiste in uno o più ioni ferro associati 
a due o più atomi di zolfo mediante residui di cisteina 
o ioni zolfo inorganici. 

Proteina ferro-zolfo di Rieske: un tipo di proteina ferro- 
zolfo in cui due dei ligandi al ferro centrale sono catene 
laterali di His. Queste proteine agiscono in molte 
sequenze di trasferimento degli elettroni, comprese la 
fosforilazione ossidativa e la fotofosforilazione. 

Proteina fosfatasi: enzimi che idrolizzano un legame 
estere fosforico o anidridico presente su una proteina 
rilasciando fosfato inorganico (P)). 

Proteina fluorescente verde (GFP): una piccola 
proteina che deriva da un organismo marino che 
produce una brillante fluorescenza nella regione verde 
dello spettro del visibile. Le proteine di fusione con il 
GFP sono utilizzate comunemente per determinare 
la localizzazione subcellulare della proteina fusa 
mediante la microscopia a fluorescenza. 

Proteina G inibitoria (G;): una proteina trimerica che 
lega il GTP quando viene attivata da un recettore 
associato alla membrana plasmatica; ha la funzione di 
inibire un enzima vicino come l’adenilil ciclasi; la G;ha 
l’effetto opposto della G,, 

Proteina G stimolatoria (G;): una proteina regolatrice 
trimerica che lega il GTP quando viene attivata 
dall’associazione con un recettore della membrana 
plasmatica; stimola un enzima di membrana adiacente 
come l’adenilil ciclasi. Gy ha un effetto opposto rispetto 
aGi. 
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Proteina oligomerica: proteina con due o più subunità 
identiche. 

Proteina recettore del CAMP (CRP): una specifica 
proteina regolatrice che controlla l’inizio della 
trascrizione dei geni che producono enzimi necessari 
alla cellula batterica per utilizzare altri nutrienti, 
quando il glucosio non è disponibile. Detta anche 
proteina attivatrice dei geni catabolici (CAP). 

Proteina semplice: proteina che genera solo 
amminoacidi in seguito a idrolisi. 

Proteine adattatrici: proteine di segnalazione, 
generalmente prive di attività enzimatica propria, che 
possiedono siti di legame per due o più componenti 
cellulari e che servono a mantenere insieme quei 
componenti cellulari. 

Proteine anfitropiche: proteine che si associano 
reversibilmente alla membrana e quindi possono 
essere presenti nel citosol, nelle membrane o in 
entrambe le localizzazioni. 

Proteine che attivano la GTPasi (GAP): proteine 
regolatrici che legano le proteine G attivate 
e ne stimolano l’attività GTPasica intrinseca, 
velocizzandone l’autoinattivazione. 

Proteine che legano nucleotidi guaninici: vedi Proteine 
G. 

Proteine con ferro non eme: proteine contenenti ferro 
ma non gruppi porfirinici, che di solito agiscono nelle 
reazioni di ossidoriduzione. 

Proteine di sostegno: proteine non catalitiche che 
portano alla formazione di complessi multienzimatici 
fornendo due o più siti di legame per quelle proteine. 

Proteine fibrose: proteine insolubili che hanno 
funzioni protettive o strutturali; contengono catene 
polipeptidiche che hanno strutture secondarie simili. 

Proteine G: una grande famiglia di proteine che legano 
il GTP e che operano nelle vie di segnalazione 
intracellulari e negli scambi di membrana. Sono attive 
quando il GTP è legato e si autoinattivano convertendo 
il GTP in GDP Vengono chiamate anche proteine di 
legame dei nucleotidi guaninici. 

Proteine G trimeriche: membri della famiglia delle 
proteine G costituiti da tre subunità che hanno una 
funzione in molte diverse vie di segnalazione. Sono 
inattive quando hanno legato il GDB e vengono 
attivate dai recettori a esse associati quando il GDP 
legato viene sostituito dal GTP Vengono poi inattivate 
dalla loro attività GTPasica intrinseca. 

Proteine globulari: proteine solubili aventi una forma 
globulare (arrotondata). 

Proteine integrali: proteine legate saldamente alla 
membrana mediante interazioni idrofobiche; distinte 
dalle proteine periferiche. 

Proteine intrinsecamente disordinate: proteine o parti 
di esse che non hanno, in soluzione, una struttura 
tridimensionale ben definita. 

Proteine omologhe: proteine con sequenze e funzioni 
simili presenti in specie diverse; per esempio, le 
emoglobine. 

Proteine periferiche: proteine che sono legate alla 
membrana reversibilmente o debolmente mediante 
legami idrogeno o forze elettrostatiche; in genere 
solubili in acqua, una volta rilasciate dalla membrana. 
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Proteoglicano: una macromolecola ibrida costituita 
da un eteropolisaccaride unito a un polipeptide; il 
polisaccaride è il componente principale. 

Proteoma: la totalità delle proteine espresse in una 
cellula in crescita, o la totalità delle proteine che 
possono essere espresse dal genoma durante la vita. 

Proteomica: studio del corredo proteico di una cellula o 
di un organismo. 

Proteostasi: il mantenimento dei livelli allo stato 
stazionario delle proteine cellulari necessarie allo 
svolgimento di tutte le funzioni cellulari in un 
determinato insieme di condizioni. 

Protomero: termine generico che descrive ogni unità 
ripetuta di una o più subunità proteiche stabilmente 
associate all’interno di una struttura proteica più 
grande. Se un protomero è costituito da subunità 
multiple, le subunità possono essere identiche 0 
differenti. 

Proto-oncogene: gene cellulare che di solito codifica 
proteine regolatrici che può essere convertito in un 
oncogene mediante una mutazione. 

PUFA (acido grasso poliinsaturo): un acido grasso che 
ha più doppi legami, in genere non coniugati. 

Purina: base azotata eterociclica presente nei nucleotidi 
e negli acidi nucleici; è un anello pirimidinico fuso con 
un anello imidazolico. 

Puromicina: antibiotico che inibisce la sintesi proteica; 
una volta incorporato nelle catene polipeptidiche 
nascenti, determina la loro prematura terminazione. 


© 

Q: vedi Rapporto di azione di massa. 

Quadro di lettura: gruppo di codoni a tre nucleotidi 
contigui e non sovrapposti in una molecola di DNA o 
di RNA. 

Quadro di lettura aperto (ORF): gruppo contiguo di 
codoni nucleotidici non sovrapposti in una molecola 
di DNA o di RNA che non comprende codoni di 
terminazione. 

Quanto: l’unità energetica fondamentale. 


(r) 

Radiazione ionizzante: tipo di radiazione, come i raggi 
X, che determina la perdita di elettroni da alcune 
sostanze organiche, rendendole più reattive. 

Radiazione ultravioletta (UV): radiazione 
elettromagnetica con lunghezza d’onda tra 200 e 400 nm. 

Radicale: un atomo o un gruppo di atomi che possiedono 
un elettrone spaiato; detto anche radicale libero. 

Radicale libero: vedi Radicale. 

Rapporto massa azione (0): per la reazione aA + bB 
== cC + dD, il rapporto [C][D]®/[A]*[B]?. 

Rapporto P/O: il numero di molecole di ATP che si 
formano nella fosforilazione ossidativa per atomo di 
ossigeno ( 20,) ridotto (cioè per coppia di elettroni 
che arriva all’ossigeno). I valori sperimentali usati 
in questo testo sono di 2,5 per il trasferimento di 
2 elettroni dal NADH all’ossigeno e di 1,5 per il 
trasferimento di due elettroni dal FADH, all’ossigeno. 

Reazione a catena della polimerasi (PCR): procedura 
ripetitiva che porta all’amplificazione in progressione 
geometrica di una specifica sequenza di DNA. 
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Reazione anaplerotica: una reazione catalizzata da un 
enzima che rifornisce di intermedi il ciclo dell’acido 
citrico. 

Reazione di fissazione del carbonio: la reazione 
catalizzata dalla rubisco durante la fotosintesi, oppure 
da altre carbossilasi in cui la CO; atmosferica viene 
inizialmente incorporata in un composto organico. 

Reazione di Hill: lo sviluppo dell’ossigeno e la 
fotoriduzione di un accettore artificiale di elettroni da 
parte di una preparazione di cloroplasti in assenza di 
anidride carbonica. 

Reazione di ossidoriduzione: reazione in cui vengono 
trasferiti elettroni da un donatore a un accettore; detta 
anche reazione redox. 

Reazione endoergonica: reazione chimica che consuma 
energia (cioè il suo AG è positivo). 

Reazione endotermica: reazione che necessita di un 
rifornimento di calore (cioè il suo AH è positivo). 

Reazione esoergonica: reazione chimica che procede 
con il rilascio di energia libera (cioè il suo AG è 
negativo). 

Reazione esotermica: reazione chimica che rilascia 
calore (cioè ha un AH negativo). 

Reazione redox: vedi Reazione di ossidoriduzione. 

Reazioni accoppiate: due reazioni chimiche che hanno 
in comune un intermedio che viene trasferito da una 
all'altra. 

Reazioni al buio: vedi Reazione di fissazione del 
carbonio. 

Reazioni alla luce: le reazioni della fotosintesi che 
richiedono luce e non avvengono al buio; note anche 
come reazioni luce-dipendenti. 

Reazioni di assimilazione del carbonio: sequenze 
di reazioni in cui la CO; atmosferica è convertita in 
composti organici. 

Recettore che attiva la proliferazione dei 
perossisomi: vedi PPAR. 

Recettore dell’ormone: proteina sulla superficie di una 
cellula o dentro di essa che lega uno specifico ormone 
e inizia la risposta cellulare. 

Recettori a sette eliche: vedi Recettori accoppiati a 
proteine G. 

Recettori accoppiati a proteine G (GPCR): una grande 
famiglia di recettori di membrana con sette segmenti 
elicoidali transmembrana spesso associati alle proteine 
G per trasdurre segnali extracellulari in variazioni 
del metabolismo cellulare. Detti anche recettori a 
serpentina o recettori eptaelicoidali. 

Recettori con attività chinasica accoppiati alle 
proteine G (GRK): famiglia di proteine chinasi 
che fosforilano i residui di Ser e di Thr vicini al 
carbossiterminale dei recettori accoppiati alle proteine 
G dando inizio alla loro internalizzazione. 

Recettori tirosina chinasici (RTK): una grande 
famiglia di proteine della membrana plasmatica con 
siti di legame per ligandi nel dominio extracellulare 
e una singola elica transmembrana; il dominio 
citoplasmatico contiene l’attività tirosina chinasica 
controllata dal ligando extracellulare. 

Regola dell’interno positivo: osservazione di carattere 
generale secondo la quale la maggioranza delle 
proteine di membrana è orientata in modo che la 
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maggior parte dei loro residui amminoacidici carichi 
positivamente (Lys e Arg) sia rivolta verso la faccia 
citosolica. 

Regolatori delle proteine G di segnale (RGS): un 
dominio strutturale di una proteina che stimola 
l’attività GTPasica delle proteine G eterotrimeriche. 

Regolazione metabolica: meccanismo mediante 
il quale una cellula è in grado di resistere al 
cambiamento della concentrazione di singoli 
metaboliti che potrebbe altrimenti avvenire quando i 
meccanismi di controllo metabolico alterano il flusso 
attraverso una via. 

Regulone: un gruppo di geni o di operoni che sono 
regolati in modo coordinato anche se alcuni di 
loro possono essere distanti nel cromosoma o nel 
genoma. 

Replicazione: sintesi di molecole figlie di acidi nucleici, 
identiche a quelle parentali. 

Replisoma: il complesso multiproteico che promuove la 
sintesi di DNA a livello della forcella di replicazione. 

Repressione: diminuzione dell'espressione di un gene 
in risposta a una modificazione dell’attività di una 
proteina regolatrice. 

Repressore: proteina che si lega a una sequenza 
regolatrice o a un operatore di un gene, bloccando la 
sua trascrizione. 

Repressore traduzionale: un repressore che si lega a un 
mRNA bloccandone la traduzione. 

Residuo: singola unità in un polimero; per esempio, 
un amminoacido in una catena polipeptidica. 

Il termine riflette il fatto che zuccheri, nucleotidi 

e amminoacidi perdono alcuni atomi, di solito gli 
elementi dell’acqua, quando sono incorporati nei loro 
rispettivi polimeri. 

Residuo amminoterminale: l’unico residuo 
amminoacidico di una catena polipeptidica con 
un gruppo a-NH; libero; è l’amminoterminale del 
polipeptide. 

Residuo carbossiterminale: l’unico residuo 
amminoacidico di un polipeptide con il gruppo 
a-carbossilico libero; identifica la regione 
carbossiterminale del polipeptide. 

Resina a scambio anionico: un polimero con gruppi 
cationici; è utilizzata per la separazione cromatografica 
di anioni. 

Resina a scambio cationico: un polimero con gruppi 
con cariche negative (anioni); è utilizzata per la 
separazione cromatografica di cationi. 

Respirazione: qualsiasi via metabolica che porti a un 
consumo di ossigeno e alla formazione di CO;. 

Reticolo endoplasmatico: un esteso sistema di 
membrane doppie nel citoplasma delle cellule 
eucariotiche; comprende i canali secretori ed è spesso 
ricoperto di ribosomi (reticolo endoplasmatico 
ruvido). 

Retinale: un’aldeide isoprenica di 20 atomi di carbonio, 
che rappresenta il componente sensibile alla luce del 
pigmento visivo rodopsina. L'illuminazione converte 
Y11-cis-retinale in tutto trans retinale. 

Retrovirus: virus a RNA che contiene una trascrittasi 
inversa. 

RIA: vedi Dosaggio radioimmunologico. 
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Ribonucleasi: nucleasi che catalizza l’idrolisi di alcuni 
legami tra i nucleotidi dell'RNA. 

Ribonucleotide: nucleotide contenente D-ribosio come 
zucchero a cinque atomi di carbonio. 

Ribosoma: complesso sopramolecolare di rRNA e 
proteine, con un diametro da 18 a 22 nm; il sito della 
sintesi proteica. 

Riboswitch: un segmento strutturato di un mRNA che 
lega una specifica proteina e modifica la traduzione o 
la maturazione dell’mRNA. 

Ribozimi: molecole di acido ribonucleico con un'attività 
catalitica; enzimi a RNA. 

Ribulosio 1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi 
(Rubisco): l'enzima che fissa la CO; inorganica 
convertendola in forma organica (3-fosfoglicerato) 
all’interno di quegli organismi (piante e alcuni 
microorganismi) in grado di fissare la CO;. 

RGS: vedi Regolatore della segnalazione da parte della 
proteina G. 

Ricombinazione: processo enzimatico con cui 
l’organizzazione lineare del DNA in un cromosoma 
viene modificata mediante unioni e rotture. 

Ricombinazione genetica omologa: ricombinazione 
tra due molecole di DNA con sequenze simili, che 
avviene nelle cellule eucariotiche durante la meiosi e 
la mitosi. 

Ricombinazione sito-specifica: un tipo di 
ricombinazione genetica che avviene a livello di 
specifiche sequenze. 

Riduzione: il guadagno di elettroni da parte di un 
composto o di uno ione. 

Rinaturazione: riavvolgimento di una proteina globulare 
non avvolta (denaturata) per ripristinare la struttura 
nativa e la funzione della proteina. 

Riparazione del DNA per ricombinazione: processi 
di ricombinazione coinvolti nella riparazione delle 
catene di DNA interrotte o con legami trasversali, 
in particolare a livello delle forcelle di replicazione 
inattivate. 

Riparazione degli errori di appaiamento: sistema 
enzimatico per la sostituzione delle basi in presenza di 
un errore di appaiamento nel DNA. 

Ripiegamento  (B turn): un tipo di struttura 
secondaria dei polipeptidi; quattro residui 
amminoacidici sono disposti in modo da formare uno 
stretto ripiegamento (cambio di direzione) della catena 
polipeptidica. 

Risposta immunitaria: capacità di un vertebrato 
di generare anticorpi contro un antigene, una 
macromolecola estranea all’organismo. 

Risposta SOS: nei batteri, l’induzione coordinata di vari 
geni in risposta ad alti livelli di DNA danneggiato. 
RNA (acido ribonucleico): poliribonucleotide con una 
specifica sequenza, le cui unità sono unite da legami 

3',5'-fosfodiestere. 

RNA messaggero (MRNA): una classe di molecole di 
RNA, ognuna complementare a una catena di DNA; 
trasporta il messaggio genetico dal cromosoma ai 
ribosomi. 

mRNA monocistronico: un mRNA che può essere 
trasferito solo in una proteina. 

RNA non codificante: vedi ncRNA. 
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RNA polimerasi: enzima che catalizza la formazione di 
RNA da ribonucleosidi 5’-trifosfato, usando una catena 
di DNA o di RNA come stampo. 

RNA ribosomiale (rRNA): una classe di molecole di 
RNA che fanno parte dei ribosomi. 

RNA transfer (tRNA): una classe di molecole di RNA 
(M, 25 000-30 000), ognuna delle quali si combina 
covalentemente con uno specifico amminoacido; è la 
prima tappa della sintesi proteica. 

Rodopsina: il pigmento visivo composto dalla proteina 
opsina e dal cromatoforo retinale. 

ROS: vedi Specie reattive dell’ossigeno. 

Rotazione specifica: la rotazione in gradi del piano 
della luce polarizzata (linea p del sodio) da parte di un 
composto otticamente attivo a 25 °C, a una specifica 
concentrazione e con un percorso ottico definito. 

rRNA: vedi RNA ribosomiale. 

RTK: vedi Recettori tirosina chinasici. 

Rubisco: vedi Ribulosio 1,5-bisfosfato carbossilasi/ 
ossigenasi. 


(s) 

o: (1) vedi Densità superelicoidale. (2) Subunità della RNA 
polimerasi batterica che le conferisce la specificità per 
certi promotori; spesso viene accompagnato anche da 
un apice che ne indica le dimensioni (per esempio: 0°° 
ha un peso molecolare di 70 000). 

Saggio biologico: un metodo per misurare la quantità 
di una sostanza biologicamente attiva (per esempio 
un ormone) in un campione, mediante la misurazione 
della risposta biologica ad aliquote di quel campione. 

Sali biliari: derivati steroidei anfipatici con proprietà 
detergenti, che partecipano alla digestione e 
all’assorbimento dei lipidi. 

Sarcomero: unità strutturale e funzionale del sistema 
contrattile del muscolo. 

Schema a Z: la via seguita dagli elettroni nella fotosintesi 
ossigenica nel loro passaggio dall’acqua attraverso 
il fotosistema II e il complesso del citocromo bif al 
fotosistema I e, infine, al NADPH. Se viene posta in 
grafico la sequenza dei trasportatori degli elettroni 
rispetto ai loro potenziali di riduzione, si nota che la 
via degli elettroni assume un andamento simile alla 
lettera Z. 

Scramblasi (mescolasi): proteine di membrana che 
catalizzano il movimento di fosfolipidi attraverso il 
doppio strato lipidico uniformando la distribuzione di 
un lipide tra i due foglietti della membrana. 

Seconda legge della termodinamica: legge che 
stabilisce che in qualsiasi processo chimico o fisico 
l'entropia dell’universo tende ad aumentare. 

Secondo messaggero: una molecola sintetizzata 
all’interno della cellula in risposta a un segnale 
extracellulare (primo messaggero), per esempio un 
ormone. 

Selectine: famiglia di proteine di membrana, le lectine, 
che legano saldamente e specificamente oligosaccaridi 
su altre cellule e che servono a trasportare segnali 
attraverso la membrana. 

SELEX: un metodo per l’identificazione rapida di 
sequenze di acidi nucleici (di solito RNA) che hanno 
proprietà catalitiche o di legare ligandi. 
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Sequenza consenso: una sequenza di DNA o di 
amminoacidi costituita da residui che hanno la stessa 
posizione in altre sequenze simili. 

Sequenza dell’epitopo: sequenza di una proteina 
o di un dominio a cui si lega un certo anticorpo. 

Sequenza di inserzione: specifica sequenza di basi alle 
estremità di un segmento di DNA (trasposoma). 

Sequenza di terminazione: sequenza di DNA che si 
trova all'estremità di un’unità trascrizionale e segnala 
la fine della trascrizione. 

Sequenza regolatrice: sequenza di DNA coinvolta nella 
regolazione dell’espressione di un gene; per esempio, 
un promotore o un regolatore. 

Sequenza segnale: sequenza amminoacidica, spesso 
all'estremità amminoterminale, che segnala la 
destinazione di una proteina di nuova sintesi. 

Sequenza Shine-Dalgarno: sequenza in un mRNA 
necessaria per il legame dei ribosomi dei procarioti. 

Serina proteasi: una delle principali classi di proteasi, 

il cui meccanismo di reazione è caratterizzato da 
un residuo attivo di Ser che agisce da catalizzatore 
covalente. 

Sfingolipide: lipide anfipatico con uno scheletro di 
sfingosina a cui sono uniti una catena di acido grasso e 
un alcol polare. 

Simbionti: due o più organismi che sono mutualmente 
interdipendenti; di solito vivono in associazione. 

Simporto: cotrasporto di soluti attraverso una membrana 
nella stessa direzione. 

Sindrome metabolica: combinazione di condizioni 
metaboliche che, nel loro insieme, predispongono 
a patologie cardiovascolari e al diabete di tipo 2. Fra 
di esse ci sono l'elevata pressione sanguigna, alte 
concentrazioni di LDL e di triacilgliceroli nel sangue, 
concentrazioni leggermente aumentate di glucosio nel 
sangue a digiuno e obesità. 

Sintasi: enzimi che catalizzano reazioni di 
condensazione in cui non è richiesta l’energia di 
nucleosidi trifosfato. 

Sintenia: ordine genico conservato lungo i cromosomi di 
specie differenti. 

Sintetasi: enzimi che catalizzano reazioni di 
condensazione usando l’ATP o un altro nucleoside 
trifosfato come fonte di energia. 

Sistema: una raccolta di materia isolata; la materia fuori 
dal sistema è detta ambiente circostante. 

Sistema aperto: un sistema che scambia materia ed 
energia con il suo ambiente. Vedi anche Sistema. 

Sistema chiuso: un sistema che non scambia materia 
ed energia con il suo ambiente; vedi anche Sistema. 

Sistema multienzimatico: gruppo di enzimi 
correlati che partecipano a una data via 
metabolica. 

Sistemi di segnalazione a due componenti: sistemi 
di trasduzione del segnale che si trovano nelle piante 
e nei procarioti, costituiti da un recettore per l'His 
chinasi che fosforila un residuo interno di His quando 
è occupato dal ligando. Il recettore catalizza poi il 
trasferimento del gruppo fosforico a un secondo 
composto, il regolatore della risposta, che, quando 
fosforilato, modifica la risposta del sistema di 
segnalazione esterno. 
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Sito allosterico: un sito specifico sulla superficie di un 
enzima allosterico a cui si lega una molecola di un 
modulatore. 

Sito attivo: la regione della superficie di un enzima che 
lega il substrato e lo trasforma cataliticamente; è noto 
anche come sito catalitico. 

Sito catalitico: vedi Sito attivo. 

Sito di legame: la fessura o tasca su una proteina in cui 
un ligando si lega. 

Slittamento del quadro di lettura: una modificazione 
programmata del quadro di lettura durante la 
traduzione di un mRNA su un ribosoma, che avviene 
attraverso molti meccanismi. 

SNP: vedi Polimorfismo di singoli nucleotidi. 

Soluzione molare: una mole di soluto disciolta in un 
volume totale di un litro. 

Soppressore nonsenso: mutazione, di solito in un 
gene per un tRNA, che porta all’inserzione di un 
amminoacido a livello di un codone nonsenso. 

Sostituzione conservativa: sostituzione di un residuo 
amminoacidico in un polipeptide con un altro residuo 
con proprietà simili; per esempio sostituzione di Asp 
con Glu. 

Southern blot: procedimento di ibridazione 
del DNA in cui uno o più frammenti di DNA 
sono identificati in una grande popolazione 
mediante ibridazione con una sonda nucleotidica 
complementare marcata. 

Specie reattive dell’ossigeno (ROS): prodotti 
altamente reattivi dovuti alla parziale riduzione 
dell’ossigeno; comprendono anche il perossido 
d’idrogeno (H.0:), l’anione superossido ("02 ) e 
il radicale ossidrilico libero ‘OH, generati come 
sottoprodotti durante la fosforilazione ossidativa. 

Specificità: la capacità di un enzima o di un recettore di 
discriminare tra substrati o ligandi simili. 

Spettro d’azione: grafico che rappresenta l'efficienza 
della luce nel promuovere un processo dipendente 
dalla luce, per esempio la fotosintesi, in funzione della 
lunghezza d’onda. 

Spettroscopia a dicroismo circolare: metodo utilizzato 
per caratterizzare il grado di ripiegamento di una 
proteina. Si basa sulle differenze nell’assorbimento 
della luce polarizzata circolarmente destrorsa rispetto 
a quella sinistrorsa. 

Spettroscopia di risonanza magnetica nucleare 
(NMR): tecnica che utilizza le proprietà quantiche dei 
nuclei atomici per studiare la struttura e la dinamica 
delle molecole di cui fanno parte. 

Spliceosoma: complesso di RNA e proteine coinvolto 
nello splicing degli mRNA degli eucarioti. 

Splicing dell’RNA: rimozione di introni e unione degli 
esoni di un trascritto primario. 

Stampo: molecola necessaria per la sintesi di una 
molecola informazionale. 

Statina: una molecola appartenente a una classe di 
farmaci utilizzati per ridurre il colesterolo presente in 
circolo negli esseri umani. Inibisce l'enzima HMG-CoA 
reduttasi, che catalizza una delle tappe precoci della 
sintesi degli steroli. 

Stato basale: la forma stabile normale di un atomo o di 
un composto; è diverso dallo stato eccitato. 
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Stato di transizione: forma attivata di una molecola 
in cui va incontro a una parziale reazione chimica; il 
punto più alto della coordinata di reazione. 

Stato eccitato: stato ricco di energia di un atomo o di una 
molecola; prodotto dall’assorbimento dell’energia della 
luce. È diverso dalla stato stazionario. 

Stato stazionario: uno stato non all’equilibrio di un 
sistema, nel quale si ha passaggio di materia, ma i vari 
componenti restano a una concentrazione costante. 

Stereoisomeri: composti che hanno la stessa 
composizione e lo stesso ordine di connessioni 
atomiche, ma una diversa distribuzione molecolare. 

Steroli: classe di lipidi contenenti il nucleo steroideo. 

STR: vedi Corte ripetizioni in tandem. 

Stroma: spazio e soluzione acquosa circondati dalla 
membrana interna del cloroplasto, escluso il contenuto 
delle membrane tilacoidali. 

Struttura primaria: struttura dello scheletro covalente 
di un polimero (macromolecola): ne definisce la 
sequenza delle unità monomeriche e le interazioni 
intra- e intercatena. 

Struttura quaternaria: struttura tridimensionale di una 
proteina con molte subunità; descrive il modo in cui 
queste subunità si adattano l’una con l’altra. 

Struttura secondaria: la conformazione, residuo per 
residuo, dello scheletro di un polimero. 

Struttura supersecondaria: vedi Motivo. 

Struttura terziaria: conformazione tridimensionale di 
un polimero nel suo stato ripiegato nativo. 

Substrato: lo specifico composto su cui agisce un enzima. 

Superavvolgimento: l’avvolgimento di una molecola 
avvolta su se stessa; un avvolgimento avvolto (coiled 
coil). 

Superavvolgimento del DNA: l’avvolgimento del DNA 
su se stesso, in genere come risultato di ripiegamenti, 
superavvolgimenti o sottoavvolgimenti dell’elica del 
DNA. 

Superfamiglia Ras di proteine G: piccole proteine 
monomeriche (M, -20 000) che legano nucleotidi 
guaninici e regolano le vie di segnalazione e di scambio 
di materiali. Sono inattive quando hanno il GDP legato 
e sono attivate dalla sostituzione del GDP da parte 
del GTP Vengono nuovamente inattivate dall’attività 
GTPasica intrinseca. Chiamate anche piccole proteine G. 

Svedberg ($): unità di misura della velocità di 
sedimentazione di una particella in un campo 
sottoposto a centrifugazione. 


© 

Tampone: un sistema capace di resistere a modificazioni 
del pH; è costituito da una coppia acido-base in cui il 
rapporto tra donatore di protoni e accettore di protoni 
è vicino all’unità. 

Tappa che limita la velocità: (1) in genere la tappa di 
una reazione enzimatica che ha la maggiore energia 
di attivazione o lo stato di transizione con la più 
alta energia libera. (2) La tappa più lenta di una via 
metabolica. 

Telomeri: strutture specializzate localizzate alle estremità 
dei cromosomi lineari eucariotici. 

Teoria chemiosmotica: teoria secondo la quale 
l'energia derivata da reazioni di trasferimento 
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elettronico è temporaneamente immagazzinata come 
differenza di carica e di pH attraverso le membrane; 
successivamente porta alla formazione di ATP 

nella fosforilazione ossidativa e nella 
fotofosforilazione. 

Termine del primer: estremità del primer a cui sono 
aggiunte le unità monomeriche. 

Termogenesi: la generazione biologica di calore mediante 
l’attività muscolare (sforzo), la fosforilazione ossidativa 
disaccoppiata o l’azione di cicli futili. 

Termogenina: una proteina della membrana interna 
dei mitocondri del grasso bruno che permette il 
movimento transmembrana dei protoni per facilitare 
il normale impiego dei protoni da condurre alla 
sintesi dell'ATP, dissipando l'energia di ossidazione 
del substrato sotto forma di calore. È chiamata anche 
proteina disaccoppiante (UCP). 

Tessuto adiposo: tessuto connettivo specializzato per la 
conservazione di grandi quantità di triacilgliceroli. 

Tessuto adiposo bianco: tessuto adiposo non 
termogenico ricco di triacilgliceroli mobilizzati in 
risposta a segnali ormonali. Il trasferimento degli 
elettroni nella catena di trasporto mitocondriale è 
strettamente accoppiato alla sintesi di ATP Confronta 
anche Tessuto adiposo bruno. 

Tessuto adiposo bruno (BAT): il tessuto adiposo 
termogenico ricco di mitocondri che contengono 
la proteina termogenina, che disaccoppia il flusso 
degli elettroni attraverso la catena respiratoria 
dalla sintesi dell'ATP. Confronta anche Tessuto 
adiposo bianco. 

Test di Ames: un semplice test batterico per 
l’identificazione di carcinogeni, basato sulla premessa 
che i carcinogeni sono mutageni. 

Tetraidrobiopterina: la forma coenzimatica ridotta della 
biopterina. 

Tetraidrofolato: la forma attiva e ridotta della forma 
coenzimatica della vitamina acido folico. 

Tiamina pirofosfato (TPP): la forma attiva della forma 
coenzimatica della vitamina B,; è coinvolta in reazioni 
di trasferimento di gruppi aldeidici. 

Tilacoide: cisterna o disco formato da membrane interne 
contenenti i pigmenti dei cloroplasti. 

Tioestere: estere di un acido carbossilico con un tiolo 0 
un mercaptano. 

Tipo selvatico (wild type): il fenotipo normale. 

Tocoferoli: forme di vitamina E. 

Topoisomerasi: enzimi che introducono 
superavvolgimenti positivi o negativi in DNA duplex 
circolari. 

Topoisomeri: forme diverse di un DNA circolare che 
differiscono soltanto nel numero di legame. 

Topologia: lo studio delle proprietà di un oggetto che non 
si modificano in condizioni di continua deformazione, 
come avvolgimenti o piegamenti. 

Traduzione: processo con cui l'informazione genetica 
presente in un mRNA viene utilizzata per la sintesi di 
una catena polipeptidica. 

Transamminasi: vedi Amminotrasferasi. 

Transamminazione: trasferimento enzimatico di 
un gruppo amminico da un a-amminoacido a un 
a-chetoacido. 
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Transgenico: detto di organismo che ha geni di un altro 
organismo incorporati nel suo genoma come risultato 
di procedimenti di DNA ricombinante. 

Trascrittasi inversa: RNA polimerasi diretta da DNA in 
un retrovirus; capace di formare DNA complementare 
a un RNA. 

Trascritto primario: il prodotto immediato della 
trascrizione, prima che inizi il processo di maturazione. 

Trascrittoma: l’intero corredo di trascritti in RNA 
presenti in una data cellula o in un tessuto in 
specifiche condizioni. 

Trascrizione: processo enzimatico dove l'informazione 
genetica contenuta in una catena di DNA viene usata 
per costruire una catena di mRNA con una sequenza 
di basi complementare. 

Trasducina: una proteina G trimerica attivata quando la 
luce viene assorbita dal pigmento visivo rodopsina. La 
trasducina attivata attiva la fosfodiesterasi dipendente 
dal cGMP. 

Trasduzione: (1) in genere, la conversione di energia 
o informazione da una forma in un’altra. (2) 
Trasferimento dell’informazione genetica da una 
cellula a un’altra mediante un vettore virale. 

Trasduzione del segnale: processo attraverso cui 
un segnale extracellulare (chimico, meccanico 
o elettrico) viene amplificato e tradotto in una 
risposta cellulare. 

Trasferasi terminale: enzima che catalizza l'aggiunta di 
residui nucleotidici di un singolo tipo all’estremità 3' di 
catene di DNA. 

Trasferimento di elettroni: movimento degli elettroni 
da substrati all’ossigeno mediante trasportatori della 
catena respiratoria. 

Trasformazione: introduzione di un DNA esogeno in una 
cellula, che viene ad acquistare un nuovo fenotipo. 

Traslocasi: (1) un enzima che catalizza il trasporto di 
membrana. (2) Enzima che causa un movimento come 
quello di un ribosoma lungo I'mRNA. 

Traspirazione: passaggio di acqua dalle radici delle 
piante all'atmosfera attraverso il sistema vascolare e gli 
stomi delle foglie. 

Trasportatore di elettroni: una proteina, una 
flavoproteina o un citocromo, che può reversibilmente 
acquistare o perdere elettroni; è in funzione nel 
trasferimento di elettroni dalle sostanze nutrienti 
all’ossigeno o ad altri accettori terminali. 

Trasportatori: proteine che attraversano la membrana e 
trasportano specifiche sostanze nutrienti, metaboliti, 
ioni o proteine da una parte all’altra della membrana; 
chiamate anche permeasi. 

Trasportatori ABC: proteine della membrana plasmatica 
che possiedono sequenze che utilizzano cassette 
di legame al’ATP Questi trasportatori servono a 
trasportare verso l'esterno della cellula una grande 
varietà di substrati, come ioni inorganici, lipidi e 
farmaci non polari, utilizzando PATP come fonte di 
energia. 

Trasportatori multifarmaco: trasportatori presenti 
sulla membrana plasmatica, appartenenti alla famiglia 
dei trasportatori ABC, che rimuovono diversi farmaci 
antitumorali comunemente utilizzati interferendo, 
quindi, con le terapie antitumorali. 
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Trasporto attivo: trasporto, che richiede energia, 

di un soluto attraverso una membrana contro il 
gradiente di concentrazione. 

Trasporto delle proteine: il meccanismo con cui le 
proteine di nuova sintesi sono trasportate verso la loro 
localizzazione finale nella cellula. 

Trasporto di membrana: movimento di un soluto polare 
attraverso la membrana mediante un trasportatore 
proteico. 

Trasporto passivo: diffusione di una sostanza polare 
attraverso una membrana biologica mediante un 
trasportatore proteico; chiamata anche diffusione 
facilitata. 

Trasposizione: movimento di un gene da un sito a un 
altro nel genoma. 

Trasposizione del DNA: vedi Trasposizione. 

Trasposone (elemento trasponibile): segmento di 
DNA che può spostarsi da una posizione a un’altra nel 
genoma. 

Triacilglicerolo: estere del glicerolo con tre molecole di 
acido grasso; detto anche trigliceride o grasso neutro. 

Triosio: zucchero semplice con uno scheletro contenente 
tre atomi di carbonio. 

tRNA: vedi RNA transfer. 

Trombociti: vedi Piastrine. 

Trombossani: classe di molecole derivate 
dall’arachidonato e coinvolte nell’aggregazione delle 
piastrine durante la coagulazione del sangue. 

t-SNARE: recettori proteici presenti su una membrana 
bersaglio (solitamente la membrana plasmatica) che 
si legano ai v-SNARE presenti nella membrana di 
una vescicola secretoria e mediano la fusione della 
vescicola con le membrane bersaglio. 


(u) 


Ubiquitina: una piccola proteina molto conservata che 
marca le proteine intracellulari destinate alla proteolisi 
per azione del proteasoma. Nelle proteine bersaglio 
diverse molecole di ubiquitina vengono unite a un 
residuo di Lys da uno specifico enzima. 

Uniporto: sistema trasportatore che trasloca una sola 
molecola di soluto. 

Ureotelico: che elimina l’eccesso di azoto sotto forma di 
urea. 

Uricotelico: che elimina l'eccesso di azoto sotto forma di 
urato (acido urico). 


\v) 

Variazione di energia libera (AG): la quantità di 
energia libera rilasciata (AG negativo) o assorbita (AG 
positivo) da una reazione a temperatura e pressione 
costanti. 

Variazione di energia libera standard (AG°): la 
variazione di energia libera standard di una reazione 
in condizioni standard: temperatura 298 K, pressione 1 
atm o 101,3 kPa; tutti i soluti sono alla concentrazione 
di 1 m. Il AG°' è la variazione di energia libera standard 
a pH 70 in 55,5 m di acqua. 

Variazione di entalpia (AH): in una reazione, valore 
che rappresenta la differenza tra l'energia usata per 
rompere un legame e l’energia guadagnata dalla 
formazione di un nuovo legame. 


Glossario 


Velocità metabolica basale: la velocità di consumo 
dell’ossigeno di un animale a riposo, lontano da un 
pasto. 

Vescicola: una piccola particella di forma sferica, 
delimitata da membrana, con un compartimento 
interno acquoso che contiene componenti come 
ormoni o neurotrasmettitori da trasferire all’interno 0 
all’esterno della cellula. 

Vettore: molecola di DNA che si replica autonomamente 
in una cellula ospite, a cui può essere unito un 
segmento di DNA per consentire la sua replicazione; 
per esempio, un plasmide o un cromosoma artificiale. 

Vettore di espressione: vedi Vettore. 

Vettore shuttle (navetta): un vettore di DNA 
ricombinante che può replicarsi in due o più specie 
diverse. Vedi anche Vettore. 

Vettore virale: DNA virale modificato in modo che possa 
funzionare da vettore per il DNA ricombinante. 

Vettoriale: si riferisce a una reazione enzimatica oppure 
a un processo di trasporto in cui la proteina ha uno 
specifico orientamento in una membrana biologica; 
ne è un esempio il caso in cui il substrato viene 
spostato da un lato della membrana all’altro per essere 
convertito in un prodotto. 

Via anfibolica: una via metabolica usata nel catabolismo 
e nell’anabolismo. 

Via de novo: una via che sintetizza una biomolecola, 
come un nucleotide, a partire da precursori semplici; 
diversa da via di salvataggio. 

Via del fosfogluconato: una via ossidativa che 
inizia con il glucosio 6-fosfato e porta, attraverso il 
6-fosfogluconato, alla formazione di pentosi fosfato e 
di NADPH. Detta anche via del pentosio fosfato. 

Via del glicolato: la via metabolica, presente all’interno 
degli organismi fotosintetici, che converte il 
glicolato prodotto durante la fotorespirazione in 
3-fosfoglicerato. 

Via del pentosio fosfato: via metabolica che serve 
a interconvertire esosi e pentosi ed è la fonte di 
equivalenti riducenti e di pentosi per i processi 
biosintetici; presente nella maggioranza degli 
organismi. Detta anche via del fosfogluconato. 

Via dell’esosio monofosfato: vedi Via del 
fosfogluconato. 

Via di salvataggio (recupero): sintesi di una 
biomolecola, come un nucleotide, da intermedi della 
via di degradazione della biomolecola stessa; una via di 
riciclaggio, diversa dalla via di sintesi de novo. 

Virione: una particella di virus. 

Virus: complesso di proteine e acidi nucleici che 
richiedono una cellula intatta per la loro replicazione; 
il loro genoma può essere di DNA o di RNA. 

Vitamina: una sostanza organica necessaria in piccole 
quantità nella dieta di alcune specie; in genere le 
vitamine sono componenti di coenzimi. 

V.nax: la velocità massima di una reazione enzimatica 
quando il sito attivo è sempre saturato con il substrato. 

v-SNARE: recettori proteici presenti sulla membrana 
di una vescicola secretoria che si legano ai t-SNARE 
presenti nella membrana bersaglio (di norma la 
membrana plasmatica) e mediano la fusione della 
vescicola con le membrane bersaglio. 
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O del DNA da parte di alcune proteine che legano il 
Western blotting: vedi Immunoblotting. DNA; caratterizzato da un singolo atomo di zinco 
Wobble (vacillamento): l’appaiamento relativamente coordinato a quattro residui di Cys oppure a due 
debole della base all'estremità 3’ di un codone con la residui di His e due di Cys. 
base complementare all’estremità 5’ dell’anticodone. Zucchero riducente: zucchero in cui il carbonio 
carbonilico anomerico non è coinvolto in legami 
(Z) glicosidici e può essere ossidato. 
Zimogeno: precursore inattivo di un enzima; per esempio —Zwitterione: uno ione dipolare con cariche positive e 
il pepsinogeno, il precursore della pepsina. negative spazialmente separate. 


Zinc finger (dito di zinco): motivo strutturale 
specializzato di proteine, coinvolto nel riconoscimento 
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